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3- MC 3-Methylcholanthren 
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ADH Alkoholdehydrogenase 
Andro 4-Androsten-3,17-Dion (= Androstendion) 
ANOVA Analysis of Variance (Varianzanalyse) 
A.p. Aqua purificata (gereinigtes, demineralisisertes Wasser) 
β-NP β-Naphthoflavon 
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ECOD 7-Ethoxycoumarin-O- Deethylase bzw. -Deethylierung 
EndR Endoplasmatisches Retikulum  
EROD 7-Ethoxyresorufin-O- Deethylase bzw. -Deethylierung 
FE Flächeneinheiten 
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LF Lebensfähigkeit 
MAO Monoaminooxidase 
ml/ µl Mililiter/ Mikroliter 
mM Milimolar,  Milimol pro Liter (= µmol/ml) 
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1 Einleitung 
 
Biotransformation ist die Gesamtheit aller biochemischen Veränderungen an Fremdstoffen im 
Organismus. Die einzelnen Prozesse laufen meist in 2 Phasen ab, in denen die Stoffe über 
Oxidation, Reduktion, Hydrolyse sowie Konjugation zu entsprechenden Metaboliten mit ver-
änderter chemischer Struktur umgewandelt werden. Die mit diesen Reaktionen verbundenen 
Änderungen der physiko-chemischen Eigenschaften der Moleküle führen in der Regel zur 
Verbesserung der Exkretionsfähigkeit sowie zur Modifizierung pharmakologischer und toxi-
scher Eigenschaften [109]. Somit ist die Biotransformation normalerweise ein protektiver Pro-
zess, der den Organismus schnellstmöglich von Xenobiotika befreien soll. Es gibt allerdings 
auch Reaktionen, die zur Bioaktivierung oder Biotoxifizierung von Fremdstoffen führen bzw. 
deren Verweildauer im Körper verlängern. Im Rahmen der Entwicklung von Arzneistoffen 
sind Biotransformationsuntersuchungen etabliert und entsprechend dem Arzneimittelgesetz 
vorgeschrieben. Aus den Ergebnissen können sowohl Aussagen zur Erklärung der Pharmako-
kinetik als auch zum Mechanismus von Nebenwirkungen und Toxizität abgeleitet werden. 
Darüber hinaus besteht ein wichtiges Potential in der Entwicklung von neuen Leitstrukturen 
aus Metaboliten, wenn diese eine höhere pharmakologische Wirksamkeit erhalten oder eine 
neue Wirkqualität gewinnen. Daher sind vom Gesetzgeber Untersuchungen zum Metabolis-
mus sowohl in der präklinischen als auch in der klinischen Phase der Entwicklung neuer Arz-
neimittel gefordert. Bei tierexperimentellen in vivo- Untersuchungen werden üblicherweise 
einem geeigneten Versuchstier über verschiedene Applikationswege die zu testenden Wirk-
stoffe verabreicht und über einen bestimmten Zeitraum verschiedene Körperflüssigkeiten ge-
trennt aufgefangen und gesammelt. Mittels spezieller präparativer und analytischer Verfahren 
können die entstandenen Metabolite isoliert und identifiziert werden [109]. Mit diesen in 
vivo- Untersuchungen wird das fremdstoffmetabolisierende Potential des Gesamtorganismus 
erfasst. Teilprozesse können besser mit in vitro- Methoden charakterisiert werden. Bei sol-
chen Verfahren werden im allgemeinen isolierte perfundierte Organe, isolierte und kultivierte 
Zellen, permanente Zelllinien sowie subzelluläre Strukturen eingesetzt. Hierbei wird die zu 
testende Substanz dem Inkubationsmedium zugesetzt und nach entsprechender Versuchszeit 
die entstandenen Metabolite isoliert und charakterisiert. Diese Systeme unterscheiden sich 
durch die verschiedenen biologischen Oragnisationsstufen. Grundsätzlich muss die Auswir-
kung des Grades der Komplexizität auf die Biotransformation berücksichtigt werden [109].  
Für den Stoffwechsel der meisten Pharmaka besitzt die Leber mit einer hohen Kapazität an 
metabolisch aktiven Enzymen die größte Bedeutung. Infolge ihrer zentralen Aufgabe inner-
halb der Entgiftungsprozesse im Organismus stellt sie das am besten untersuchte Organ dar 
[151]. Daneben lassen sich auch Beteiligungen extrahepatischer Gewebe, beispielsweise des 
Darms, der Niere, Lunge, Plazenta oder der Haut, an Biotransformationsreaktionen im 
menschlichen oder tierischen Körper nachweisen [21;85;195]. Die Haut, die als äußere Be-
grenzung des Organismus dem direkten Kontakt mit zahlreichen Fremdstoffen und Umwelt-
agenzien ausgesetzt ist, rückt dabei in den Blickpunkt des Interesses metabolischer Untersu-
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chungen. Ihre Schutz- und Barrierefunktion wird sowohl mechanisch über die Hornhaut als 
auch biochemisch durch die in den Keratinozyten lokalisierten Isoenzyme des Cytochrom 
P450- Systems realisiert [18;42;51;175]. 
Biotransformationsreaktionen in der Haut können limitierende Faktoren einer dermatologi-
schen Arzneimitteltherapie darstellen. Daher ist die Kenntnis der enzymatischen Abbaureak-
tionen in den metabolisch aktiven Zellen der Haut für die Optimierung der topischen Therapie 
unbedingt erforderlich. Darüber hinaus sind entsprechende Kenntnisse auch für die Effizienz 
einer Behandlung mit transdermalen therapeutischen Systemen von Bedeutung.  
Über die Ausbildung der Cytochrome in der menschlichen Haut liegen, verglichen mit der Le-
ber, wenige Untersuchungen vor [42;48;62;68;74;110;149;200]. Dieser Umstand begründet 
sich in dem verhältnismäßig geringen Gehalt an biotransformatorisch aktiven Enzymen und 
daraus resultierender technischer Schwierigkeiten bei der Isolierung und Detektion ausrei-
chend reaktiver Enzymsysteme [57;85;149;159;163]. Bisher wurde die Präsenz der Cytochro-
me1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B1, 2B2, 2B6, 2E1, 3A4 und 3A5 in humanen Keratinozyten nach-
gewiesen [18;42;46-48;51;74;99;110;166;200;207]. Eines der am besten untersuchten extra-
hepatischen Cytochrome stellt CYP1A1 dar. Sowohl CYP1A1 und auch CYP1B1, die eine 
starke Induzierbarkeit durch Umweltschadstoffe wie Polyzyklische Aromatische Kohlenwas-
serstoffe zeigen, werden Mitwirkungen innerhalb prokarzinogener Biotransformationsprozes-
se in Verbindung mit einer gesteigerten Inzidenz für Krebserkrankungen zugeschrieben 
[9;51;93;99;184;200]. Demgegenüber findet man über die Präsenz und Funktion anderer 
Cytochrome in der Haut weniger Studien [12;68;74]. Weitere Fragestellungen umfassen Stu-
dien zur Biotransformation dermal bzw. transdermal wirkender Schadstoffe oder topisch 
applizierter Arzneimittel unter Berücksichtigung des Einflusses der ultravioletten Strahlung 
auf diese Stoffwechselvorgänge [9;200]. Fremdstoffmetabolische Untersuchungen zum Ex-
pressionsmuster kutaner Cytochrome verfolgen daher das Ziel, sie als mögliche Targetstruktu-
ren für Xenobiotika einzustufen, Aussagen zu Wirkungen und Nebenwirkungen topisch appli-
zierter Arzneistoffe abzuleiten und Strategien dermatotherapeutischer Medikationen zu ver-
bessern [51]. 
Den wichtigsten Zelltyp der Haut bilden die Keratinozyten, die mit einem Anteil von 90 % 
die Hauptpopulation aller Zellen innerhalb der Epidermis ausmachen und somit für die For-
schung von besonderem Interesse sind [48;51;159]. Die Studien direkt an Maus- oder Ratten-
haut werden angesichts der Tierversuchsproblematik in verstärktem Maße durch in vitro- Me-
thoden, wie Zellkulturen oder isolierten subzellulären Strukturen ersetzt [41;61;151;197]. 
Dabei rücken besonders Untersuchungen an kontinuierlichen Keratinozytenzelllinien mit 
hoher Proliferationsrate in den Mittelpunkt der Forschungen [41;42;48;61;67;197]. Ihre Vor-
teile bestehen in der Bereitstellung einer großen Menge an standardisiertem, reproduzierba-
rem und homogenem Untersuchungsmaterial und der Möglichkeit zur Charakterisierung von 
Wirkmechanismen unter kontrollierten Bedingungen und unter Ausschluss systemischer Ein-
flüsse [51;109]. Studien an humanen Keratinozyten besitzen zudem im Vergleich zur Arbeit 
mit tierischen Zellen eine bessere Vergleichbarkeit und Übertragbarkeit der Ergebnisse auf in 
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vivo- Bedingungen in der menschlichen Haut [51;85]. Der Nachteil gegenüber in vivo- Ver-
hältnissen bzw. Primärkulturen besteht bei der Arbeit mit kontinuierlichen Zelllinien häufig in 
dem mit zunehmenden Alter der Kultur einhergehenden Nachlassen der Differenzierungska-
pazität und den Verlusten an enzymatischer Aktivität [61]. Die zusätzlich fehlende Erfassung 
komplexer Regulationsvorgänge im Gesamtorganismus grenzt somit ihre uneingeschränkte 
Nutzung als Alternative zu Versuchstierstudien ein, trägt jedoch wesentlich zur Vertiefung 
des Wissensstandes über fremdstoffmetabolische Umsetzungen bei [51;109]. 
Im Blickpunkt der vorliegenden Arbeit soll die immortalisierte, humane, nicht tumorigene 
Keratinozytenzelllinie HaCaT stehen, die häufig als Ersatz für native humane Keratinozyten 
dient. Diese spontan transformierte, epitheliale Zelllinie, die in Kultur ihr Proliferationspoten-
tial und ihre biochemische Leistungsfähigkeit weitgehend behält, verfügt im Gegensatz zu an-
deren immortalisierten Zelllinien über annähernd gleiche Differenzierungseigenschaften wie 
humane Keratinozyten. Sie entstammt der Peripherie eines primären malignen Melanoms der 
oberen Rückenhaut eines 62jähigen Patienten und konnte Ende der achtziger Jahre des 20. 
Jahrhunderts am Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg von der Arbeitsgruppe 
Fusenig et al. etabliert werden. Die Zelllinie HaCaT wurde bisher für vielfältige Fragestellun-
gen genutzt und damit weiter charakterisiert, es gibt auch einige wenige Untersuchungen hin-
sichtlich der biotransformatorischen Kapazität [12;42;47;48;110;200;207]. 
 
2 Zielstellung 
 
Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zur weiteren Erforschung der Cytochrom P450- ab-
hängigen Enzymaktivitäten in HaCaT- Keratinozyten leisten. Dabei war es wichtig, ein Test-
system zu etablieren, mit dem im Idealfall einzelne Cytochrom P450-Isoenzyme erfasst wer-
den können. Daneben sollte eine Methodik festgelegt werden, die es ermöglicht, Testsubstan-
zen hinsichtlich ihrer akuten Toxizität gegenüber Keratinozyten zu charakterisieren. Im ein-
zelnen wurden folgende Fragestellungen untersucht: 
1) Die Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte mit so genannten Enzymvermittelten Indi-
katorreaktionen, die im Idealfall die Aktivität eines einzelnen Enzyms repräsentieren. Der 
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag in der Charakterisierung der Subfamilie CYP1A/ 
1B, des für den Arzneistoff- Metabolismus besonders relevanten Enzyms CYP 3A4 und der 
Subfamilie 4A. Es wurden folgende Reaktionen ausgewählt: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylie-
rung (EROD); 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD); Testosteron- Metabolisierung 
und 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen-Reduktion (DAB). 
2) Es wurde die Beeinflussung der Metabolisierung der Substrate aus 1) unter dem Einfluss 
von mehr oder weniger spezifischen Induktoren und Inhibitoren untersucht. 
3) Weiterhin sollte untersucht werden, ob eine UVA- oder UVB- Bestrahlung der Zellkultur 
vor der Bestimmung der enzymatischen Aktivität Einfluss auf die metabolischen Prozesse hat.  
4) Es wurden Studien zur membranschädigenden Wirkung der Testsubstanzen mit dem 
Neutralrot- Test durchgeführt und schwerwiegendere Schädigungen der HaCaT- Zellen mit 
dem MTT- Test erfasst. 
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3 Theoretische Grundlagen 
 
3.1 Funktion und Aufbau der menschlichen Haut 
 
Mit einer Ausdehnung von 1,5 bis 2 m2 bei einem Erwachsenen und einem Anteil am Körper-
gewicht von 7 bis 10% stellt sie das Kontaktorgan zwischen Umwelt und Organismus dar. 
Die Haut nimmt dabei folgende wesentliche Funktionen wahr (nach [143]): 
˚ Als Sinnesorgan dient sie der Wahrnehmung von Schmerz-, Tast- und Temperaturreizen. 
˚ Sie übernimmt Barriere- und Reservoirfunktionen, d.h. der Wasserhaushalt wird reguliert, 

eine Austrocknung verhindert. Gleichzeitig bietet die Haut Schutz vor dem Eindringen von 
exogenen Substanzen. 

˚ Die Haut erfüllt grundsätzliche Schutzfunktionen, sie bildet einen mechanischen Schutz, sie 
schützt den Organismus vor Infektionen, vor Licht und ist mit an der Regulation der Tem-
peratur beteiligt. 

˚ Des Weiteren erfüllt die Haut immunologische Aufgaben und stellt eines der Sekretionsor-
gane des Menschen dar 

Den vielfältigen Funktionen der Haut entspricht ihr anatomischer Aufbau in verschiedenen 
Schichten. Sie gliedert sich in die Epidermis (Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Sub-
kutis (Unterhaut). In der Abb. 3.1.1 ist der Aufbau der humanen Haut schematisch dargestellt.  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.1.1: Aufbau der menschlichen Haut (modifiziert nach [143]) 
 
Die EPIDERMIS ist ebenfalls in horizontalen Schichten angeordnet. Man unterscheidet hier 
zwischen dem an die Dermis angrenzenden Stratum basale (Basalzellschicht), dem darauf fol-
genden Stratum spinosum (Stachelzellschicht), sowie dem Stratum granulosum (Körnerzell-
schicht) und dem abschließenden Stratum corneum (Hornschicht). Die nachfolgenden Abbil-



Theoretische Grundlagen 5

dungen 3.1.2 a) und b) zeigen einen histologischen Querschnitt und eine schematische Dar-
stellung insbesondere der Epidermis.  
a) b)  

 

 

 

 

 

 

 
SC Stratum corneum SGr Stratum granulosum                Arterie   Vene                           Lymphgefäß 
SS Stratum spinosum SB Stratum basale 
P Pigmentgranula   BVBlutgefäße 
 
Abb. 3.1.2: Aufbau der menschlichen Epidermis 
 a) histologischer Querschnitt (Vergrößerung 320-fach, Ausschnitt 640-fach) [168] 
 b) schematische Darstellung der Kutis (modifiziert nach [4]) 
 
Mit ca. 90% sind die Keratinozyten die vorherrschende Zellpopulation in der Epidermis. Un-
ter Normalbedingungen werden die Keratinozyten im Stratum basale gebildet und gelangen 
im Laufe ihrer Differenzierung durch die anderen Schichten an Hautoberfläche und werden 
dort als Hornzellen abgeschilfert. Die Bildung der Keratinozyten erfolgt in der tiefsten 
Schicht der Epidermis, der Basalzellschicht, unter Zellteilung, dabei bleibt zumeist eine Toch-
terzelle im Verband des Stratum basale, die andere Tochterzelle gelangt (häufig nach weiterer 
Teilung) als Stachelzelle in das Stratum spinosum. Hier nehmen die Keratinozyten an Volu-
men zu und flachen ab. Im Stratum granulosum werden die Vorstufen des Keratins der Horn-
schicht gebildet, es beginnt die Verhornung und das Absterben der Zellen durch zunehmende 
Degeneration der Zellkerne. In der Hornschicht liegt der ehemalige Keratinozyt als kernlose, 
voll keratinisierte Zelle vor, die nunmehr als Korneozyt bezeichnet wird. In einem gesunden 
Organismus dauert dieser Prozess, man bezeichnet ihn auch als epidermale Differenzierung 
oder Enddifferenzierung, durchschnittlich 28 bis 30 Tage.  
Die Vorbereitung der Differenzierung der Keratinozyten beginnt bereits im Stratum basale 
mit der Synthese von Zytokeratinen. Auf dem Weg durch die Epidermis entstehen Keratinfila-
mente, welche im oberen Stratum spinosum mit Profilaggrin Aggregate bilden, die im Stra-
tum granulosum sichtbar werden. Durch den Zerfall des Profilaggrin entsteht Filaggrin, das 
die Vernetzung der Keratinfilamente zu Keratin abschließt. Im oberen Stratum spinosum er-
folgt die Synthese einer Reihe von Proteinen, darunter das Involucrin, die sich an die innere 
Zellmembran der Keratinozyten im Stratum granulosum anlagern. Beim Übergang zum Kor-
neozyt entsteht unter Einwirkung von Transglutaminasen eine quer vernetzte Hüllmembran 
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mit hoher chemischer Resistenz, sie wird auch als „cornified envelope“ bezeichnet. Aus die-
sem Grund werden hauptsächlich Profilaggrin, Filaggrin, unterschiedliche Keratine und Invo-
lucrin als Marker genutzt, um Aussagen zu Proliferation, Diffenzierung und Wachstum von 
Keratinozyten machen zu können. [26;29;30;94;98;137;143;179;188] 
Innerhalb der Zelle kommt den Cytochrom P450- Enzymen für biotransformatorische Prozes-
se eine besondere Bedeutung zu. In Säugetieren sind diese CYP- Enzyme membranständig im 
Bereich des Endoplasmatischen Retikulums (EndR) und der Mitochondrien lokalisiert. Man 
unterscheidet zwischen dem rauen EndR (granuläres, rough) mit Ribosomenbesatz und dem 
glatten EndR (agranuläres, smooth). Das raue EndR wird besonders in Zellen intensiver Pro-
teinsynthese exprimiert. Hier dient es der Synthese und dem Transport dieser Proteine. Das 
glatte EndR, das nicht von Ribosomen besetzt wird, findet sich besonders in Zellen, die Lipi-
de, Phospholipide, Fettsäuren oder Steroidhormone produzieren, auf- oder abbauen. Im glat-
ten EndR sind auch die gebundenen Enzyme des Cytochrom P-450 lokalisiert. Bei vermehrter 
Proteinsynthese und zunehmender metabolischer Aktivität nimmt der Anteil an EndR inner-
halb der Zelle zu [103;194] 
 
3.2 UV-Strahlung und deren Einfluss auf die Haut 
 
Aufgrund ihrer großen Kontaktfläche zur Umwelt ist die Haut der UV- Strahlung besonders 
intensiv ausgesetzt. Bei der UV- Strahlung handelt es sich um elektromagnetische Strahlung 
im Wellenlängenbereich von 200 bis 400 nm. Diese wird nochmals unterteilt in die Bereiche 
UVC (200 – 280 nm); UVB (280 – 320 nm) und UVA (320 – 400 nm), wobei gilt, je kürzer 
die Wellenlänge, desto energiereicher die Strahlung. Mitunter wird die Grenze zwischen UVA 
und UVB mit 315 nm angegeben. Während die UVC Strahlung vom Sauerstoff in der Atmos-
phäre und von der Ozonschicht in der Stratosphäre nahezu vollständig absorbiert wird, er-
reicht die UVA- Strahlung und der überwiegende Teil der UVB Strahlung die Erdoberfläche 
und ist somit für die menschliche Haut von Belang. Ein großer Teil der auf der Haut auftref-
fenden UV-Strahlung wird reflektiert, diffus gestreut oder im Stratum corneum absorbiert (ca. 
90% der einfallenden UVB- und 60% der UVA- Strahlung). Daneben kann ein erheblicher 
Teil in Abhängigkeit von der Wellenlänge in unterschiedliche Hautschichttiefen eindringen. 
In Abhängigkeit von ihrem Energiegehalt wird UVA und UVB- Strahlung unterschiedlich 
stark von der Haut absorbiert, wodurch die Strahlung abgeschwächt und die Eindringtiefe be-
grenzt wird. Allgemein nimmt die Eindringtiefe des UV-Lichtes mit zunehmendem Energie-
gehalt ab, so dass die kurzwellige, energiereiche UVB-Strahlung bis in die Epidermis, die 
langwelligere, energieärmere UVA- Strahlung hingegen bis in dermales und teilweise subcu-
tanes Gewebe einzudringen vermag. 
Die Wirkung, die durch die ultraviolette Strahlung erzielt wird, ist zum Teil erwünscht und le-
bensnotwendig, andererseits kann es durch zu hohe Strahlen- Belastungen zu teilweise drasti-
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schen Schädigungen der Haut kommen. Die UV-Strahlung stimuliert das Immunsystem und 
fördert das Allgemeinbefinden der Menschen. Bei getrennter Betrachtung der Auswirkungen 
von UVA und UVB auf den humanen Organismus weiß man, dass UVB-Strahlung in mode-
raten Dosen z.B. für die Synthese von Vitamin D verantwortlich ist, ein wichtiger Schritt, da-
mit es nicht zu Rachitis, einer Vitamin-D-Mangelkrankheit, kommt. Durch UVB werden auch 
die Melanozyten stimuliert.  
Da Licht der UVB- Wellenlänge in die Epidermis gelangt, können bereits bei einer physiolo-
gischen Lichtexposition pathologische Hautreaktionen auftreten. Das klinische Bild zeigt sich 
besonders bei Überschreiten der minimalen Erythemdosis in Form von Rötung, Erythem- und 
Blasenbildung. Es kann zu nekrotischen Veränderungen mit dem Absterben von Zellen kom-
men. Es ist auch möglich, dass die Keratinozyten bis ins Stratum basale geschädigt werden 
und nicht nur deren Teilungsfähigkeit eingeschränkt wird, sondern es zu Veränderungen an 
der Erbsubstanz kommt. Hier sind vor allem die Bildung stabiler Dimere aus nicht komple-
mentären Basen oder DNA- Strangbrüche zu nennen. In der Regel werden solche Schäden 
durch körpereigene Reparatursysteme, zu denen z.B. der programmierte Zelltod (Apoptose) 
gehört, beseitigt. Ist dieses System überfordert oder ist die Reparatur nicht komplett, resultie-
ren Mutationen, die in der Spätfolge zu Hautkrebs führen können. Einige Zellen, z.B. Melano-
zyten, sind auch in der Lage, Proteine zu produzieren, durch die die körpereigenen Reparatur-
systeme unterlaufen werden, wodurch Zellen mit mutierter DNA überleben.  
UVA- Strahlen bewirken bei chronischer Einwirkung eine vorzeitige Hautalterung, durch Zer-
störung von Kollagenfasern in der Dermis. Daneben ist Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
von Bedeutung. Diese sehr kurzlebigen aber hoch reaktiven Sauerstoffabkömmlinge besitzen 
ein großes Potential, der Haut oxidative Schäden zuzufügen. Dies kann sowohl die DNA, als 
auch Proteine und Lipide betreffen, in der Folge sind DNA- Basenmodifikationen oder Lipid-
peroxidationen möglich. Während die Eindringtiefe der UVB- Strahlung meist auf die Epider-
mis begrenzt ist, muss für die UVA- Strahlung mit entsprechenden Schäden auch in tieferen 
Hautschichten gerechnet werden. [9;51;63;89;144;158;213]  
 
3.3 Die HaCaT- Keratinozyten- Zelllinie 
 
Die Abkürzung HaCaT steht für Human adult low Calcium high Temperature keratinocytes. 
Der Name charakterisiert die Herkunft der Zellen und die Bedingungen bei der Etablierung 
der Zelllinie. Es handelt sich um eine permanente, epitheliale humane Zelllinie, die als phäno-
typisch spontan transformiert, aber nicht tumorigen eingestuft wird. Sie entstammt der Peri-
pherie eines primären malignen Melanoms der oberen Rückenhaut eines 62jähigen Patienten. 
Etabliert und in vielfältiger Hinsicht charakterisiert wurde die HaCaT- Zelllinie Ende der 
achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts am Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg von 
der Arbeitsgruppe Fusenig et al. [26;41;112;197]. Für HaCaT- Zellen ist es charakteristisch, 
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dass sie ihre volle terminale Differenzierungsfähigkeit in Korneozyten behalten. Eine wichti-
ge Rolle spielt der Calciumgehalt. Wenn der Calciumgehalt von niedrig (0,09 mM [106] bzw. 
0,15 mM [48]) auf hoch (1.5 mM [48] bzw. 2.0 mM [106]) (= physiologisch) steigt, so steigt 
auch die Differenzierungsrate. Dies bedeutet, hohe Ca- Konzentrationen im physiologischen 
Bereich (> 1,0 mM) führen verstärkt zu einer terminalen Differenzierung und Stratifizierung, 
wohingegen niedrige Konzentrationen (< 0,1 mM), die Bildung eines adhärenten Monolayers 
proliferierender Keratinozyten begünstigen [154;155;198]. 
Für die breite Verwendung der HaCaT- Zellen erwies sich die hohe Immortalität (>140 Passa-
gen möglich) als besonders günstig. In einer Vielzahl von Studien zur Vergleichbarkeit der 
Eigenschaften von HaCaT und nativen Keratinozyten konnten Gemeinsamkeiten im bioche-
mischen Verhalten, jedoch auch Unterschiede in der Differenzierungsfähigkeit aufgezeigt 
werden [76;180]. HaCaT- Zellen bilden, ebenso wie NHK (Normal adult Human Keratinocy-
tes = native Keratinozyten), einen Monolayer und zeigen die gleiche phänotypische Morpho-
logie. Es wurden Vergleiche in der Zelladhäsion, den Zellinteraktionen und in der Reaktion 
auf zytotoxische Ereignisse gefunden [28]. Auch Tests, inwiefern Keratinozyten eine Rolle 
bei der frühen Immunantwort auf sensibilisierende Agenzien bei der Ausbildung einer allergi-
schen Kontaktdermatitis spielen, wurden mit NHK und HaCaT durchgeführt [117]. Ebenso 
liegen Daten für den Einsatz von HaCaT, teilweise im Vergleich zu NHK, zur Ermittlung von 
Toxizitäten vor [17;28;31;46;56]. Für den Einsatz in Studien mit UV-Bestrahlung lieferten 
HaCaT- Zellen bereits vielfältige Daten [64;71;152;200]. Allerdings wurde nur in einer Studie 
die biotransformatorische Kapazität zwischen NHK und HaCaT, neben einer weiteren Zellli-
nie (SVK14), verglichen. Dabei wurden die 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylase (ECOD)-, die 
7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD)- und die Pentoxyresorufin-O-Dealkylase (PROD)-
Aktivität im Zusammenhang mit der Induktion per 3- Methylcholanthren (3-MC) und der 
Hemmung per Proadifen untersucht. Für die beiden ersten Reaktionen konnte der Nachweis in 
HaCaT- Zellen erbracht werden, die PROD- Aktivität ließ sich nicht belegen. [42] 
 
3.4 Das Cytochrom P450 – Enzymsystem 
 
Cytochrome sind Proteine, die u.a. in der Atmungskette des tierischen und menschlichen Or-
ganismus eine wichtige Rolle spielen, auch in Pflanzen und Mikroorganismen kommen sie 
vor. Dort sind sie an der Lichtreaktion in den Chloroplasten beteiligt. Die Bezeichnung Cyto-
chrom P450 beruht auf der starken Absorption von Licht der Wellenlänge 450nm nach Re-
duktion mit Natriumdithionit und Equilibrierung mit Kohlenmonoxid [137]. Bei Cytochrom 
P450 handelt es sich um die wohl vielfältigste, an metabolischen Reaktionen beteiligte Mono-
oxygenase, die aber auch an anderen Reaktionen, wie Reduktionen beteiligt ist. Im Körper 
mitverantwortlich für Biotransformationsreaktionen, Hormonbiosynthesen, die Detoxifikation 
von toxischen Stoffen, spielt das CYP-450 aber auch umgekehrt für die Entstehung toxischer 
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bis cancerogener Verbindungen aus ehemals unbedenklichen Substanzen eine Rolle [169]. 
 

 

 

 

 

 
 
Abb. 3.4.1: Computer- modelliertes Bild mit Blick auf die prosthetische Gruppe des CYP- 

450 - das Häm aus [53]  
 
Die Untersuchungen zu CYP 450 begannen in den fünfziger Jahren des 20. Jahrhunderts. Ne-
ben einer Vielzahl von Wissenschaftlern, die sich um die Entdeckung und Mechanismen so-
wie Induktionsmöglichkeiten und den Nachweis von Spezies- bzw. Geschlechtsunterschiede 
verdient gemacht haben, werden vor allem die Namen von  Omura, T. und Sato, R. mit dem 
Cytochrom P450 in Verbindung gebracht, die Namensgeber dieses Enzymkomplexes. Ver-
schiedenste Cytochrom P450 Isoenzyme wurden inzwischen in Mensch, Säugetieren, Vögeln, 
Fischen, Insekten, Pflanzen, Bakterien und Pilzen nachgewiesen [2]. Dabei erstreckt sich de-
ren Verteilung auf nahezu alle Organe und Gewebe mit dem Schwerpunkt an fremdstoffmeta-
bolischer Aktivität in der Leber [22;114].  
Erstmals veröffentlichten Nebert et al. 1989 eine Liste von CYP 450- Enzymen mit ihrer Se-
quenz und Aktivität, der 1991 eine zweit Liste folgte. Diese Liste umfasste 154 Gene, die 27 
Genfamilien zuzuordnen waren incl. 10 Familien für Säugetiere [138;139]. Durch die Arbei-
ten von Nelson et al. und weiteren Arbeitsgruppen konnten bis April 2007 insgesamt 6766 
CYP- Gene und 708 Genfamilien identifiziert werden, von denen 101 CYP- Familien auf Tie-
re entfallen, humane Gene sind gegenwärtig 57 bekannt [6;114;140;141]. In einer Studie von 
Nelson wurde das komplette CYP- Genmaterial von Maus und Mensch auf genetische Ähn-
lichkeit und Unterschiede untersucht, um Rückschlüsse auf die Übertragbarkeit der an Mäu-
sen gewonnenen Daten auf den Menschen ziehen zu können [142]. Da die Forschung auf die-
sem Gebiet ständig weiter geht, stellen Nelson et al., eine auf diesem Fachgebiet derzeit füh-
renden Arbeitsgruppen, neueste Erkenntnisse aktuell im Internet vor [6]. Die auf Nebert zu-
rückgehende Bezeichnung einzelner Cytochrom- Enzyme ergibt sich heute wie folgt: 
CYP = Hämthiolatprotein; 1 = Familie; A = Subfamilie; 1 = individuelles Enzym ► CYP1A1 
Dabei zeichnen sich die Mitglieder einer Familie durch eine mindestens 40%ige Aminosäure-
sequenzidentität aus. Eine Subfamilie ist laut Nelson [141] durch eine 55%ige Sequenzidenti-
tät gekennzeichnet, Ruckpaul [169] beschreibt sie mit 59%iger Identität und Borchert spricht 
von über 70%iger Homologie der Primärstruktur für eine Subfamilie [22]. Zur Nomenklatur 
humaner Cytochrom P450- Allele sei an dieser Stelle auf die Internetseite www.imm.ki.se 
verwiesen [5], dort finden sich, neben den Unterschieden in der Nukleotidsequenz einzelner 
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Enzyme, Aussagen zu deren Aktivität und eine umfangreiche Referenzliste. Auf der Seite 
www. icgeb.org [1] kann man zusätzlich eine sehr umfassende bibliographische Liste zu den 
Untersuchungen einzelner CYP- Isoenzyme bis 1993 finden.  
a) b) 
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Abb. 3.4.2: Cytochrom- Strukturen: 
 a) Cytochrom c [3]  
 
 

b) prosthetische Gruppe des CYP 450 nach [214] 

Die Abbildung 3.4.2 a) zeigt einen Ausschnitt des Cytochrom c, einem Protein der Atmungs-
kette, darin wird andeutungsweise die räumliche Struktur des Porphyrin- Ringsystems sicht-
bar, auch gut erkennbar ist das Eisen als Zentralatom mit seinen vier Pyrrol- Stickstoff- Li-
ganden und die zweimalige koordinative Bindung des Porphyrin zum Schwefel der Cysteine 
der Seitenkette. Den 5. Liganden bildet hier ein Schwefelatom aus dem Methionin der Seiten-
kette. Im CYP 450, das dem Cytochrom b zugeordnet wird, entstammt dieser 5. Hämeisenli-
gand einem Cysteinrest, den man aufgrund der Bindung über den Schwefel auch als Mercap-
tidschwefelliganden bezeichnet. Er ist für die katalytischen und spektralen Eigenschaften des 
P-450 verantwortlich [22]. Die Formel in der Abbildung 3.4.2 b) stellt die prosthetische Grup-
pe des CYP 450, das Häm, dar. Im Ruhezustand wird die 6. Koordinationsstelle des P-450 
durch ein Wassermolekül besetzt. Erst mit der Bindung eines Substratmoleküls wird dieser 6. 
Ligand verdrängt und die eigentliche Umsetzung entsprechend dem Schema in Abb. 3.4.3 be-
ginnt [22]. Alle CYP- Hämthiolatproteine zeichnen sich grundsätzlich durch das gleiche Re-
aktionsprinzip aus, sie binden molekularen Sauerstoff, spalten diesen reduktiv und überführen 
ein Atom Sauerstoff auf das Substrat. Das zweite Sauerstoffatom wird in Form von Wasser 
freigesetzt. Formal lässt sich dies vereinfacht in einer Gleichung darstellen: 
 

 
Aus dem Substra
II- Reaktionen w
ganismus erleich
P450, 2e- 

RH + O2 + NADPH + H+ HO-R + H2O + NADP+ 

t RH wurde der hydrophilere Metabolit R-OH, der in der Folge durch Phase-
eiter an Hydrophilie zunimmt, womit dessen Ausscheidbarkeit aus dem Or-
tert wird. 
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Das Schema der P-450 Monooxygenasereaktion lässt sich vereinfacht wie in der folgenden 

Abbildung wiedergeben (die Darstellung erfolgte angelehnt an [22;93;114;169;214]). 
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Abb. 3.4.3: Schema der P450 Monooxygenasereaktion 
Beginnend mit der Anlagerung des Substrates wird das Wasser als 6. Eisen- Ligand verdrängt. Ein durch die 

ADPH- Reduktase bereitgestelltes Elektron wird auf das P450 übertragen, es resultiert ein Fe(II)-Komplex. 
ieser ist in der Lage das Sauerstoffmolekül zu binden, woraus ein oxygeniertes Intermediat entsteht (auch als 
uperoxokomplex" oder "Superoxidanion"bezeichnet). Unter Aufnahme eines weiteren Elektrons und Ausbil-

ung einer Peroxozwischenstufe wird in Gegenwart von Protonen Wasser eliminiert. Über weitere Intermediate 
ird letztlich das oxygenierte Substratmolekül abgespalten, so dass nach Anlagerung von Wasser das CYP-450 
r erneuten Substrataufnahme bereit steht. (Es sind nur die wesentlichen Schritte graphisch dargestellt.) 

S stellt den 5. Hämeisenliganden, den Mercaptidschwefelliganden dar. RH ist das Substrat und ROH das oxige-
ierte Produkt. 

on den vielen bislang entdeckten CYP 450- Enzymen spielen für die Biotransformation im 
enschlichen Organismus einige wenige eine überragende Rolle. Zu den Hauptenzymen der 

umanen Leber, dem Organ mit der größten metabolischen Aktivität, zählen 3A4, 2E1, 2C9, 
A2 und 2D6 mit einem Anteil von zusammen über 90% [22]. Es sind alle P450- Enzyme in 
äugetieren membranständig, hauptsächlich im Endoplasmatischen Retikulum (EndR) und 
ur zu einem geringen Anteil in den Membranen von Mitochondrien zu finden. Bei Ruckpaul 
ndet sich eine Abbildung, die die Komponenten für den Elektronentransport in den Membra-
en des EndR veranschaulicht [169]. 
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3.4.1 Die Familie CYP 1 
 
Die Familie CYP1 spielt für den Organismus eine wichtige Rolle bei der Metabolisierung be-
sonders schädlicher, kanzerogener Substanzen. Es sind hier vor allem die Isoenzyme CYP1A1 
und 1A2 charakteristisch. Daneben gibt es noch CYP1B1, das dem 1A1 funktionell näher 
steht als dem 1A2, allerdings gibt es zu 1B1 längst nicht so viele Studien wie zu den beiden 
anderen Enzymen [11;164;183;184]. In der menschlichen Haut konnte CYP1B1 bereits nach-
gewiesen werden [9] auch unter dem Einfluss von UVB-Strahlung [99]. Bei Villard et al. war 
das 1B1 Gegenstand der Untersuchung an HaCaT- Zellen unter UVB- Bestrahlung [200]. 
Die Enzyme CYP1A1 und vor allem 1A2 erwiesen sich in Kombination mit Phase-II-Reak-

onen als bedeutsam für Metabolisierungen aufgrund von genetischen Unterschieden, sowohl 
innerhalb einer Bevölkerungsgruppe, als auch zwischen dem asiatischen und kaukasichen Typ 
(darunter ist die weiße Bevölkerung zu verstehen). Aus diesen Erkenntnissen ergeben sich, 
potentielle Risiken für individuelle Arzneimitteltoxizitäten. Man spricht auch von pharmako-
genetischem Polymorphismus, wegen dessen medizinischer Bedeutung wurde und wird viel-
fältig besonders an der Leber, aber auch an anderen Organen geforscht. Dadurch existiert in-
zwischen eine Vielzahl von Untersuchungen mit Vergleichen zwischen dem Verhalten an 
menschlichen Leberzellen und extrahepatischem Gewebe [80;81;112;127;131;176;192]. 
Es wurden für beide Enzyme gleiche bzw. nahezu gleiche Kodierungssequenzen sowohl in 
Menschen, Hunden, Hasen, Mäusen, Ratten und Hamstern gefunden. Die Ähnlichkeit in der 
Aminosäuresequenz beider Enzyme liegt je nach Spezies zwischen 67,6% (Maus), 71,7% 
(Mensch) und 73.6% (Hund). Die prozentuale Ähnlichkeit (Homologie) der Aminosäurese-
quenz zwischen Tier und Mensch gestaltet sich wie folgt [93]:  
CYP 1A1: Affe-94,1%; Hund-81,2%; Maus-79,4%; Ratte-78,6%; Regenbogenforelle-56% 
CYP 1A2: Hund-81,3%; Hase-77,5%; Ratte-74,4%; Maus-72,1% 

Beide CYP1A- Enzyme sind induzierbar durch 3-MC, β-NP und andere Polyzyklische Koh-
lenwasserstoffe (z.B. enthalten im Tabakrauch) sowie durch TCDD. Für 1A2 spielt außerdem 

Isosafrol als Induktor eine Rolle. Als Inhibitor kommt vor allem α- NP in Betracht [114] 
(weitere Ausführungen im Kapitel 3.4.5).  
Während CYP1A1 in vielen Geweben des Menschen exprimiert wird, wie z.B. in Lunge, Nie-
re, Plazenta und Haut, beschränkt sich der Nachweis von CYP1A2 hauptsächlich auf die Le-
ber, wo es einen Anteil von ca. 5% an den gesamten CYP- Enzymumsetzungen hat [22;93]. 
Die Substratspezifität des 1A1 erstreckt sich hauptsächlich auf Umsetzungen von polyzykli-
schen Aromaten. Dagegen ist 1A2 an der Metabolisierung von einer Reihe medizinisch rele-
vanter Substrate beteiligt, wie den Umsetzungen von Verapamil und Coffein [38] oder der O- 
Deethylierung von Phenacetin, die auch als Modellreaktion zur Charakterisierung des Isoen-
zyms 1A2 herangezogen wird [85;126;130;145;182;202]. Weitere Modellreaktionen, die die 
Enzyme 1A1/ 1A2 charakterisieren sind die EROD und die Coffein-N-Demethylation [147]. 

ti
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3.4.2 Die Familie CYP 2 
 
Für menschliches Gewebe sind die Nachweise der Cytochrome 2A6, 2A7, 2B6 und 2B7, 
sechs verschiedener 2C- Gene, des CYP 2D6 und des CYP 2E1 beschrieben [178]. Von 
großer Bedeutung scheint dabei das an der Coumarin-7-Hydroxylierung beteiligte CYP 2A6 
zu sein, eine Reaktion, die häufig als Modellreaktion dient [147]. Dieses Enzym ist auch an 
der 7-Ethoxycoumarin-O- Deethylierung beteiligt. Das CYP2A7 ist weniger untersucht, mit 
einer 96%igen Ähnlichkeit in der Nuleotidsequenz zu CYP2A6 steht es diesem recht nah. Die 
Coumarin-7-Hydroxylierung und die 7-ECOD wurden für  CYP2A7 nicht nachgewiesen. [93]  
Bei Ioannides, C. [93],  ist in einer Zusammenfassung vieler Studien der Nachweis von Enzy-
men der CYP2B-Subfamilie für menschliches Gewebe als schwer detektierbar beschrieben es 

 die-

vielfach die Dextromethorphan-O-Demethylierung herangezogen [145;147], 
 2E1 eine Rolle, so ist dieses 

r rat dar, auch Nitrosamine 

rodukte führen. [178] Für menschliches Gewebe 

und 3A2 konnten hauptsächlich in Untersuchungen an Ratten gewonnen werden [205]. Wei-
tere Subfamilien wurden in menschlichem Gewebe bislang nicht nachgewiesen. Die Ähnlich-

scheint zwar einigen Autoren gelungen zu sein, jedoch am Rande der Nachweisgrenzen. 
Aus der CYP 2C- Subfamilie wird, neben CYP2C8, C18, C19 vor allem das CYP 2C9 häufig 
im Zusammenhang mit Arzneistoffbedingten Wechsel- und Nebenwirkungen genannt. Das 
entsprechende Gen wird für den S-Mephenytoin- Polymorphismus verantwortlich gemacht, 
der 2-5% der Kaukasier und bis zu 23% der Asiaten betrifft. Das Enzym ist beispielsweise an 
der Umsetzung von Warfarin, Phenytoin und der Epoxidation von Arachidonsäure beteiligt. 
[93;178] 
Bei der CYP 2D- Subfamilie ist vor allem 2D6 für den Mensch von Bedeutung, da auch
ses Gen einem Polymorphismus unterliegt. 7 bis 8% der Kaukasier besitzen ein Mutation in 
diesem Gen und sind daher nicht in der Lage, z.B. Spartein und über 20 weitere Substanzen 
umzusetzen. Die Ausstattung mit CYP 2D6 wird auch im Zusammenhang mit dem Lungen-
krebsrisiko von Rauchern diskutiert. Als Modellreaktion zur Charakterisierung des 2D6 wird 

Bei der CYP 2E- Subfamilie spielt für den Menschen nur das
Gen an der Metabolisierung von niedermolekularen Lösungsmitteln beteiligt. Aus dem Be-
reich der A zneimittel stellt z.B. Chlorzoxazon ein CYP2E1- Subst
sowie Nitroso- und Azoverbindungen können durch 2E1 umgesetzt werden [93;147]. 
Aufgrund der Substrate von 2E1 wird es oft im Kontext mit dem Auftreten von Leberschäden, 
insbesondere nach Alkoholeinwirkung genannt. Es scheint generell an Reaktionen beteiligt zu 
sein, die zu einer erhöhten Toxizität der P
wurde eine Beteiligung von CYP2E1 an der 7-ECOD beschrieben [206]. 
 
3.4.3 Die Familie CYP 3 
 
Mit Abstand die größte Bedeutung für den Arzneistoffwechsel besitzt das wohl am meisten 
untersuchte Isoenzym dieser Familie, das CYP3A4. Daneben spielen in humanem Gewebe 
noch die Enzyme 3A3, 3A5, 3A7 eine Rolle. Die ebenfalls oft charakterisierten Enzyme 3A1 

keit der Aminosäuresequenz zwischen 3A3 und 3A4 liegt bei 98%, aus diesem Grund ist noch 
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nicht völlig geklärt, ob es sich wirklich um zwei verschiedene Gene oder nur Allelvarianten 
ines Gens handelt. Während 3A4 das vorherrschende Enzym in der adulten menschlichen 

Leber ist, konnte 3A3, wenn überhaupt, nur in äußerst geringen Mengen in humanem 

noch 

weis von 3A4. Die Bestrahlung mit UVA/UVB änderte daran nichts. Dagegen konnte in die-
ser Untersuchung CYP3A5 ohne Bestrahlung, als auch unter dem UVA- bzw. UVB- Einfluss 
nachgewiesen werden [74].  
Als Modellreaktionen dienen vor allem die Hydroxylierungen von Steroiden insbesondere die 
des Testosterons. Neben der 6β- Hydroxylaseaktivität spielt beim Nachweis der CYP3A4- 

CYP3A- Substraten, die 44 Reaktionen mit den zugehörigen Referenzen auflistet [123]. Neu 
hinzugekommen ist die Substanzklasse der Protease- Hemmstoffe [44]. 

anismus gelten Fett-
äuren, Prostaglandine und Leukotriene. Dagegen scheint CYP4A wenig Einfluss auf die Me-

bstanzen zu haben. Die Untersuchung diverser Modellreaktionen 
COD, EROD und Testosteron- Metabolisierung) an HepG2- Zellen erbrachte keine Aktivi-

tät [16], ebenso wenig wie vergleichbare Untersuchungen an Hasen [212]. Auch Untersuchun-
gen an Mikrosomen aus menschlichen Nierenzellen ließen keine Metabolisierung von Xeno-

e

hepatischem Gewebe nachgewiesen werden. Außer der Leber kommt 3A4 noch im Gewebe 
des Verdauungstraktes vor, wie dem Zwölffingerdarm, dem Dünn- und Dickdarm, dem 
Magen, der Speiseröhre und im Dickdarm. [123] 
CYP3A5 wurde sowohl in der Leber von Erwachsenen als auch von Kindern gefunden, eben-
so wie in beider Nierengewebe. Das Vorhandensein in menschlichem Lungen- und Magenge-
webe wurde ebenfalls belegt [104;161]. Dagegen handelt es sich bei 3A7 um ein CYP- 
Enzym, das ausschließlich in der fötalen Leber und Niere gefunden wurde. Nach der Geburt 
und mit fortschreitender Entwicklung lässt die Exprimierung dieses CYP- Enzyms nach und 
das CYP3A4 wird zum Hauptisoenzym in der menschlichen Leber, welches in Föten 
nicht nachweisbar ist [107;123]. Ein Nachweis von CYP3A7 in einer humanen Keratinozy-
tenzellkultur von Erwachsenen konnte nicht erbracht werden, genauso wenig, wie der Nach-

Aktivität außerdem die Erythromycin-N-Demethylase eine Rolle [204]. Hinzu kommen die 
Nifedipinoxidation [193], die Dextromethorphan-N-Demethylierung [97;145] und die Meta-
bolisierung von CiclosporinA [58;199]. Von Maurel, P. gibt es eine Aufstellung mit humanen 

 
3.4.4 Die Familie CYP 4 
 
Obwohl bislang elf Subfamilien des CYP4 nachgewiesen wurden (CYP4A bis CYP4M), ist 
nur die CYP4A- Subfamilie mit ihren 14 Genen sehr ausführlich untersucht wurden. Für hu-
manes Gewebe wurde die Existenz von 4A9, 4A11, 4B1, 4F2 und 4F3 belegt. Dabei konnte 
für den Mensch der Nachweis von CYP4A in der Leber und der Niere erbracht werden 
[93;141;185]. Als endogene Substrate von CYP4A im menschlichen Org
s
tabolisierung exogener Su
(E

biotika erkennen [100]. Unter Verwendung von Induktoren, die die Peroxisomenproliferation 
steigerten, war eine erhöhte Metabolisierungsrate einiger Stoffe zu beobachten, zudem wurde 
über eine Erhöhung der Azoreduktase- Aktivität unter Clofibrat berichtet [93;113;162]. 
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3.4.5 Induktion und Inhibition 
 
Die INDUKTOREN sind je nach Cytochrom- Familie, teilweise auch nach Subfamilie völlig 
verschieden, zumindest unterscheiden sie sich in ihrer Affinität zu den einzelnen Enzymen. 
Zum Teil geht von einem Induktor eine recht spezifische Induktion eines oder nur weniger 

n Induktor auch gleichzeitig mehrere CYP- 

Cytochrom 1-Familie

e oder polybromierte Biphenyle und Dibenzo-p-dioxine, wie be-

diese Moleküle an den zytosolischen Ah-Rezeptor ("Aryl hydrocarbon" = Kohlenwasserstoff) 
gebunden, der wiederum an das Protein hsp90 ("heat-shock-protein") gebunden ist. Aufgrund 
der Bindung dissoziiert das Hitzeschockprotein ab. Der übrig bleibende Komplex bindet an 
das ARNT- Protein ("Ah-receptor nuklear translocator") und wandert in aktivierter Form an 
bestimmte Stellen der Kern- DNA, so genannte "xenobiotic responsive elements", an die er 
schließlich andockt. Durch diese Aktivierung wird die Transkription der oben erwähnten En-
zyme induziert [7;172]. Der Mechanismus des Ablaufs ist in Abb. 3.4.4 angelehnt an andere 

llt [51;93;137]. 

 [51] 

CYP- Enzyme aus, manchmal werden durch eine
Enzyme aus verschiedenen Familien induziert [171]. Prinzipiell teilt man Induktoren in sieben 
Gruppen ein, u.a. den Methylcholanthren- und den Phenobarbital- Typ. Bei ersterem erfolgt 
ein Eingriff in die CYP- Synthese bei dem die Proliferation des EndR und damit das Leberge-
wicht unbeeinflusst bleibt. Induktoren von PB- Typ, zu denen eine ganze Reihe von Arznei-
stoffen zählen, steigern die Proliferation des EndR und bewirken damit eine Zunahme des Le-
bergewichtes. Als starke Induktoren dieses Typs sind z.B. die Barbiturate und Hydantoine, 
Rifampicin und Tolbutamid zu nennen. [137]  
Die  wird besonders spezifisch durch die planaren Moleküle polyzykli-
scher aromatischer Kohlenwasserstoffe induziert, Vertreter sind beispielsweise Benzo[a]pyren 
(im Zigarettenrauch enthalten), Benz[a]anthracen, β-Naphthoflavon und 3-MC [171]. Aber 
auch zahlreiche polychloriert
sonders TCDD, sind starke Induktoren des CYP1A1/2 [49;65;73;79]. Im Zellinneren werden 

Autoren graphisch dargeste
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4.4: Mechanismus der CYP1A1-Induktion durch Aktivierung des Ah- Rezeptors
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r Enzyme unterscheidet sich, ähnlich der Substratspezifität, 
.a. dahingehend, in welchem Gewebe die Umsetzung erfolgt. So konnte ein Dioxin- Derivat 

in der Hasen- Leber CYP1A1 und 1A2 induzieren, dasselbe Derivat vermochte in Lunge und 

echt und Spezies von starkem Einfluss. Als In-

dantoine; Dexamethason; Rifampicin; Proadifen; Clotrimazol; Benzodiazepine, daneben halo-

bital, Phenytoin, Rifampicin und Terbinafin, als 
uch Clotri itig Induktor, Inhi-
itor und S
ei der 
ls Indukt  Einsatz, daneben fand Me-
ylclofena P4A- induzierende 
ir

uktion vo n- Proliferatoren 

it der Se

Die Induktionskapazität einzelne
u

Niere nur CYP1A1 zu induzieren [115]. Die gewebeabhängige Induktionskapazität gestaltet 
sich wie folgt: Leber > Niere > Lunge > Intestinales Gewebe > Milz > Hoden [73]. Aber nicht 
nur hinsichtlich der Gewebe gibt es Unterschiede in der Induzierbarkeit, auch Geschlecht, Al-
ter und verschiedene Spezies lieferten differenzierte Ergebnisse für gleiche Induktoren 
[81;122;127;192]. Als recht selektiver Induktor des CYP1A2 gilt Isosafrol, das in Ratten-
lebermikrosomen 1A2 induzierte, dagegen kaum Effekte auf CYP1A1 zeigte [173]. 
Die Cytochrom 2-Familie ist nicht durch so klare Strukturen der Induktoren gekennzeichnet, 
wie CYP1. Vielmehr gibt es hier nicht nur strukturelle Variationen, sondern auch Unterschie-
de hinsichtlich der Induktoren zwischen den einzelnen Subfamilien. Daneben sind die schon 
oben genannten Faktoren wie Gewebe, Geschl
duktoren der CYP2-Familie wurden belegt: Phenobarbital und andere Barbiturate sowie Hy-

genierte Pestizide und Stoffwechselprodukte von Pflanzen. Dagegen zeigte 3-MC keinen in-
duzierenden Effekt auf CYP2-Enzyme. Die durch die CYP2E- Familie umgesetzten nieder-
molekularen Lösungsmittel, wie Aceton, Ethanol und Pyridin induzieren gleichzeitig ihre ei-
gene Umsetzung. Außerdem wird Isoniazid als Induktor von CYP2E- Enzymen genannt. [93] 
In die Gruppe der Induktoren von Enzymen der Cytochrom 3-Familie fällt eine Vielzahl der 
am Markt befindlichen Arzneistoffe mit unterschiedlich stark ausgeprägten Induktionskapazi-
täten. Hervorzuheben sind hier einige, häufig auch für Modellreaktionen eingesetzte, Substan-
zen. Ein schon Anfang der 70iger Jahre des 20. Jahrhunderts an Rattenleber charakterisierter 
Induktor ist Pregnenolon-16α-carbonitril [191], das als Induktor menschlicher CYP3A keine 
Rolle spielt. Für den Menschen relevant sind u.a. Substanzen wie Carbamazepin, Dexametha-
son, einige Statine, Omeprazol, Phenobar
a mazol, Erythromycin und Troleandomycin (TAO), die gleichze

ubstrat sind [123]. Auch jüngere Antiepileptika sind hier von Belang [19]. 
Cytochrom 4-Familie sind vor allem Peroxisomen- Proliferatoren von Bedeutung. 

or kam in den meisten Untersuchungen Clofibrat zum
pat V endung. Allerdings standen für Clofibrat nicht nur CY

kungen, sondern auch eine Erhöhung der Level an CYP2B1/2, 2C6 und 3A1 und die In-
n Azoreduktasen. Eine Abbildung über entsprechende Peroxisome

it ihren Strukturen findet sich bei Ioannides,C. [93] 
lektivität der INHIBITOREN verhält es sich ähnlich, wie für die Induktoren ge-
edoch kann hier noch weniger eine Zuordnung zu e n Cytoch
cht nicht zu einzelnen Enzyme erfolgen. Deshalb anschließend nur eine grobe Cha-

erisierung der CYP- Familien mit darauf folgenden Erläuterungen zu den In
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M
schildert. J rom- Familien 

nd erst re
kt hibitoren, die 

rinzipiell kann die Enzymhemmung durch eine verminderte Synthese, den verstärkten Ab-

inzelne
u
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in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. 
P



Theoretische Grundlagen 17

bau oder einen Funktionsverlust des CYP- Enzyms, hervorgerufen durch Konformationsver-
änderung, erfolgen [151]. Es ist eine direkte Konkurrenz zwischen Inhibitor und Substrat am 
aktiven Zentrum des Enzyms möglich (kompetitive Hemmung), als auch eine Bindung außer-
halb des aktiven Enzymzentrums. Letztere führt meist zu Veränderungen des aktiven Zen-
trums in deren Folge das Substrat nicht mehr (ausreichend) metabolisiert werden kann (nicht-
kompetitive, allosterische Hemmung) [32;137]. 
Als Inhibitor der Cytochrom 1-Familie wird hauptsächlich α-NP genannt, daneben finden 
noch 1-Ethinylpyren (CYP1A1) und Furafyllin (1A2) Erwähnung, für die eine relative Spezi-
fität zu den angegebenen Enzymen postuliert wurde [114]. Chang et al. belegten eine CYP 

Für den Inhibitor α-Naphthoflavon steht die Hemmung der CYP1A1/2- Enzyme im Vorder-
grund, darüber hinaus konnten auch inhibierende Effekte auf 2C8/9 belegt werden. Bei erhöh-

YP2B- Subfamilie wirkt [14;33]. Dane-

adifen durch P-450 N-deethyliert und zum N- 

1A- hemmende Wirkung für Diethyldithiocarbamat [39].  
In der Cytochrom 2-Familie sind hemmende Wirkungen von α-NP [39;148], den Azol- Anti-
mykotika [120] und Methoxsalen [120] auf CYP2A beschrieben. Ferner spielte bei Mäusen 
noch Metyrapon eine Rolle. Für die im menschlichen Gewebe nur selten nachgewiesene Sub-
familie 2B kämen noch Secobarbital, Troleandomycin, Proadifen [14;33] und Phenytoin hin-
zu. Als recht spezifischer CYP2D- Inhibitor gilt Chinidin [27]. Für CYP2E1 sind die Aussa-
gen etwas schwieriger, da dieses Enzym die Umsetzung verschiedener Substrate katalysiert. 
So verschieden wie die Substrate (z.B. Chlorzoxazon, Paracetamol, Coffein) sind auch deren 
zugehörige Inhibitoren. Als CYP2E1- Inhibitoren werden Diethyldithiocarbamat, Disulfiram 
und sekundäre Pflanzeninhaltsstoffe, wie z.B. Diallylsulfide genannt. [93] 
Bei der Enzymhemmung der Cytochrom 3-Familie spielen vor allem die Makrolide Erythro-
mycin und TAO, das Gestagen Gestoden sowie der kompetitive Inhibitor Ketoconazol eine 
Rolle [123]. Daneben erwiesen sich Clotrimazol und Miconazol als starke Hemmer des CYP-
3A4 [124]. Weiter sind hier zu nennen: Antidepressiva (z.B. Fluvoxamin, Sertralin, Paroxe-
tin), Clarithromycin und Cimetidin, welches nicht alle CYP3A- Substrate beeinflusst [44].  
Über die Hemmung der Enzyme der Cytochrom 4- Familie gibt es nur wenige Angaben. 
Meist wurde Metyrapon, welches auch CYP2- Enzyme hemmt, eingesetzt [60;136].  
 

ten α-NP- Konzentrationen von 10µM wurde an HepG2- Zellen zusätzlich eine Hemmung 
der Enzyme 2A6 und 2B6 festgestellt, während die Enzyme 2E1, 3A3, 3A4 und 3A5 unbeein-
flusst blieben [39].  
Proadifen wird unterschiedlich beschrieben, als spezifisch für CYP2B1 [114], aber auch als 
ein genereller Inhibitor, der auf mehrer Enzyme der C
ben erwies es sich als Inhibitor der CYP2A6- vermittelten Coumarin- 7-Hydroxylase in hu-
manen Lebermikrosomen [148]. An der Ratte konnten für Proadifen neben den hemmenden 
Effekten auf CYP2B gleichzeitig induzierende Effekte desselben Enzyms ausgemacht werden 
[15]. Dieses Verhalten ist auch für andere CYP2B- Inhibitoren beschrieben [93]. Als Mecha-
nismus der Hemmung wird vermutet, dass Pro
Oxid (oder Nitroso- Derivat) umgewandelt wird, dieses vermag in der Folge als Ligand des 
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Häm zu agieren [114]. Bei Ioannides, C. findet sich im Kapitel Molecular Modeling eine Ab-
bildung, die die These, dass das Stickstoffatom des Proadifen als Ligand des Häm fungiert, 
stützt [93]. Dort sind für Proadifen außerdem induzierende Effekte auf CYP 3A- Enzyme be-
schrieben.  
Bei TAO handelt es sich um einen Inhibitor, der gleichzeitig seinen eigenen Abbau kataly-
siert und das Substrat darstellt. So konnten an menschlichen und Rattenleber- Mikrosomen 

gten Studie, zur Untersuchung von 

3.5 Biotransformation 

 vorhan-

 

einige CYP 450- Enzyme induziert und andere gehemmt werden [123;150]. Die Hemmung 
bezieht sich vor allem auf CYP3A- Enzyme. Es konnte der Nachweis der Inhibition von 
Testosteron- Hydroxylierungsprodukten anhand primärer Hepatozytenzellkulturen von Ziege, 
Schaf und Rind erbracht werden [8]. In einer breit angele
Inhibitoren des menschlichen Cytochrom P-450 erwies sich TAO als potenter Inhibitor von 
CYP3A3 und 3A4 neben, in etwas geringerem Umfang, 3A5, während CYP1A1, 1A2, 2A6, 
2B6, 2C8, 2C9 und 2E1 unbeeinflusst blieben [39]. TAO wird heute als ein selektiver Inhibi-
tor der CYP3A- Subfamilie verwendet. 
Metyrapon ist gekennzeichnet als CYP2B- und CYP4A- Inhibitor. Da, wie schon erwähnt, 
für humanes Gewebe CYP2B-Enzyme kaum eine Rolle spielen, sind hemmende Wirkungen 
vorwiegend auf die Beeinflussung der CYP4A- Enzyme zurückzuführen [68].  
 

 
Biotransformationen stellen für Mensch und Tier eine lebensnotwendige Grundlage zur Aus-
scheidung von Xenobiotika aus dem Organismus dar. Die dabei ablaufenden Prozesse gesche-
hen in 2 Phasen, die als Phase-I- und Phase-II- Reaktionen bezeichnet werden. 
 
3.5.1 Phase-I-Reaktionen 
 
Reaktionen, welche zur Phase I des Fremdstoffmetabolismus gehören, zeichnen sich durch die 

ildung neuer funktioneller Gruppen (z.B. -OH) aus. Es kann auch eine UmwandlungB
dener funktioneller Gruppen erfolgen (z.B. O- und N- Dealkylierungen). (Eine Übersicht ohne 
Anspruch auf Vollständigkeit bietet die Tabelle 3.5.1.) 

Tab. 3.5.1: Überblick über Phase-I-Reaktionen nach [214] 

Monooxygenase- Aktivität Oxidase- Aktivität Reduktase- Aktivität 
(Oxidation) 
·Aromatische Oxidation ·Aromatische ·Azo- Reduktion 
·Alphatische Oxidation  Hydroxylierung ·Nitro- Reduktion 
·Epoxidierung ·Oxidation von Ethanol  aromatischer Verbindungen 
·O- Dealkylierung  (ADH) ·Reduktive 
·N- Dealkylierung ·Katechol Oxidation  Dehalogenierung 
·S- Dealkylierung  (MAO) 
·Oxidative Deaminierung 
·N- Hydroxylierung 
·N- und S-Oxidierung 
·Desulfurierung 
 
In der Folge der Reaktion steigt die Hydrophilie der ursprünglichen Verbindung. An den Pha-
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se-I-Reaktionen sind eine Vielzahl von Cytochrom- Enzymen beteiligt, aber auch andere En-
zyme, wie Alkoholdehydrogenasen (ADH), Monoaminooxidasen (MAO), die Flavin-Mono-
oxygenase und noch weitere Enzyme zählen hierzu. Da Phase-I- Metabolite häufig noch wirk-
same Verbindungen darstellen, bzw. erst diese neu entstandenen Metabolite auf den Organis-

e, welche Phase-II-Reaktionen katalysieren, gehören 

tion durch Glutathion-S- Transferasen 
˚ Acetylierung durch N-Acetyltransferasen 

inige Autoren verwenden auch den Begriff von Phase-III- Reaktionen und fassen darunter 
aktionen der Phase-II- Metabolite zusammen, die Bedeutung für 

3.5.3 Bestimmung der Enzymaktivität 

e oder Enzymfamilien werden häufig 
ezogen. Da diese Reaktionen für 

das jeweilige Enzym Modellcharakter besitzen, werden sie auch als Modellreaktionen be-
entiert n die Ak  Isoen-

resorufin-O-Deeth

mus toxisch wirken, schließen sich im Körper so genannte Phase-II- Reaktionen zur weiteren 
Detoxifikation an. 
 
3.5.2 Phase-II-Reaktionen 
 
Bei den Enzymen, die Phase-II-Reaktionen katalysieren, handelt es sich nicht um Cytochrom-
P450- Enzyme. Die entstehenden Phase-II- Metabolite sind, mit Ausnahme von Acetyl- und 
Methylverbindungen, sehr hydrophil, so dass sie leicht aus dem Körper ausgeschieden werden 
können. Nur in seltenen Fällen besitzen diese Substanzen noch eine pharmakologische oder 
toxische Wirkung, als Beispiel sei das Morphin-6-glucuronid genannt, das dem Morphin in 
seiner Wirksamkeit überlegen ist. Enzym
zu den Transferasen, dabei sind relevant: 

˚ Glucuronidierung vermittelt durch UDP- Glucuronosyltransferasen 
˚ Sulfatierung durch Sulfotransferasen 
˚ Glutathion- Konjuga

˚ Acylierung durch Acyltransferasen 
˚ Methylierung durch Methyltransferasen (S-Methyltransferasen und COMT) 
˚ Konjugation mit Aminosäuren durch N-Acyltransferasen 

E
hauptsächlich Hydrolyse-Re
den enterohepatische Kreislauf besitzen [22;23;214]. 
 

 
Zur biochemischen Charakterisierung einzelner Enzym
so genannte Enzymvermittelte Indikatorreaktionen herang

zeichnet. Im Idealfall repräs  eine solche Reaktio tivität eines einzelnen
zyms [108].  
 
3.5.3.1 7-Ethoxy ylierung (EROD) 

Die EROD ist eine s endete M harakterisieehr häufig verw odellreaktion zur C rung der Isoenzy-

a.72%. Es ist mit dieser Modellreaktion nicht möglich, zwischen 
e dieses Substrat umsetzen [93]. CYP 1A2 

henacetin-O-Deethylase (POD) näher charakterisieren, da Phenacetin 
llgemein als spezifisches Substrat dieses Enzyms gilt [85;171]. In der vorliegenden Arbeit an 

me CYP 1A1 und 1A2. Beide Enzyme besitzen beim Menschen eine Ähnlichkeit in ihrer 
Aminosäuresequenz von c
1A1 und 1A2 zu differenzieren, da beide Enzym
lässt sich anhand der P
a
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rendem Resorufin gespalten wird, dieses kann direkt im Kulturmedium erfasst werden. Die 
dazugehörige Reaktionsgleichung gibt Abb. 3.5.1 wieder. 
 

 
 

Abb. 3.5.1: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethy
 

HaCaT- Keratinozyten fand die Phenacetin-O-Deethylierung keine Anwendung, da Studien 
erbrachten, dass die Phenacetin-O-Deethylase- Aktivität vor allem für die Umsetzung durch 
CYP1A2 in der Leber charakteristisch ist, während in extrahepatischem Gewebe, wie z.B. der 
Plazenta, diese Umsetzung durch andere Enzyme vermittelt wurde [182]. 
Die EROD beruht auf der recht spezifischen O- Deethylierung des Phenoxazonderivates 7-
Ethoxyresorufin in Gegenwart von NADPH + H+ und Sauerstoff. Die Umsetzung erfolgt 
urch Angriff des aktivierten Sauerstoffs am α-C-Atom zum Heteroatom unter Bildung eines 

er geringen Stabilität zu Acetaldehyd und dem stark fluoreszie-

 7-Ethoxyresorufin    Resorufin          Acetaldehyd 
lierung 

Fo

 → HO-R + H2O + NADP+ + CH3-CHO 

Der OD geht hauptsächlich auf Burke et al. zurück, 
und fand schon 1976 bei der Untersuchung an isolierten Darm- Mikrosomen der Ratte An-
wen atz gebracht 
und owohl von Ratten als auch von 

ufin-O-Deethylierung zur fremdstoffme-
bolischen Charakterisierung menschlicher Hautzellen wurde erst Anfang bis Mitte der neun-

it der Etablierung der HaCaT- Zelllinie [26] stand 
iese auch für entsprechende Biotransformationsuntersuchen anhand der EROD zur Verfü-

gung [8;42;46;48;110;209]. 

d
Halbacetals, das infolge sein

rmal lässt sich jede Deethylierung wie folgt zusammenfassen: 

Ethyl-O-R + O2 + NADPH + H+

Fluoreszenz- Assay zur Ermittlung der ER

dung [191]. Ein Jahr später wurden menschliche Lymphozyten [34] zum Eins
in der Folge Mikrosomen aus Leber, Lunge und Darm s

Hamstern untersucht [35]. Ab Mitte der achtziger Jahre diente dieser Assay für vielfältigste 
Metabolisierungs- Untersuchungen an menschlichen Hepatozyten [77] und Leberzelllinien, 
wie HepG2 [78]. Die Verwendung der 7-Ethoxyresor
ta
ziger Jahre vorangetrieben [8;125;159]. M
d

 
3.5.3.2 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD) 

Ebenso wie die EROD, wird auch die ECOD sehr oft als Modellreaktion zur Charakterisie-
rung von Cytochrom- Isoenzymen herangezogen. Obwohl überwiegend durch CYP 1A1/A2 

thoxycoumarin (EC) durch die Enzyme 
2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2E1, 3A3, 3A4 und 3A5 in menschlichem Gewebe belegt werden [93], 
daneben spielten bei Testungen an Ratten noch die Enzyme CYP 2A2, 2B1 und 3A2 für die 
ECOD eine Rolle [55;178]. Obwohl es sich bei der ECOD somit nicht um eine allzu spezifi-
sche Umsetzung handelt, ist doch der Vergleich zur 7-Ethoxyreorufin-O-Deethylierung, die 
fast ausschließlich durch CYP 1A1/A2 erfolgt, interessant.  
Die, auf der O- Deethylierung von 7-EC beruhende und in Gegenwart von NADPH + H  und 
Sauerstoff ablaufende, Reaktion liefert das stark fluoreszierende Produkt 7-Hydroxycoumarin 

deethyliert [178], konnten auch Umsetzungen von 7-E

+
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 7-
Ethoxycoumarin (EC)  7-Hydroxycoumarin (HC) Acetaldehyd 
       (= Umbelliferon) 
Abb. 3.5.2: 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung 
 

(HC), häufig auch als Umbelliferon bezeichnet. Es kann bei leicht alkalischem pH-Wert di-
rekt im Kulturmedium erfasst werden. Die dazugehörige Reaktionsgleichung gibt Abb. 3.5.2 
wieder. 
 

Dieser Assay hat seine Ursprünge 1972 in den Untersuchungen von Ullrich und Weber an 
Mäuselebermikrosomen [196]. Darin wurden auch Mäuse untersucht, die im Vorfeld Pheno-
barbital verabreicht bekamen, was zu einer ca. 3-fachen Erhöhung der ECOD- Aktivität führte 
– ein Beleg für die Induzierbarkeit der an der Umsetzung beteiligten Enzyme. Tiere, denen 
Benzo[a]pyren oder nur das Substrat 7-Ethoxycoumarin injiziert wurde, zeigten diese Erhö-

ung nicht. Als Inhibitoren erwiesen sich in dieser Studie insbesondere Kohlenmonoxid, Me-
ung des 7-HC zu dieser Zeit noch per Dünn-

nde en sic  die D tektio  im s 
01]. Heute arbeitet man hauptsächlich mit 

n der Maus folgten bald Un-
tersuchung krankun-
gen im Vergleich zur gesunden Leber [59;87;88;187;195]. Gleichzeitig fanden sich erste Ar-

h
tyrapon und Hexanol. Erfolgte die Bestimm
schichtchromatographie, so verä rt h e nsmethoden  Lauf der Jahre, e
wurde auch die HPLC- Analytik herangezogen [1
fluorimetrischer Detektion [82]. Nach der Arbeit mit Mikrosome

en an menschlichen Leberzellen, gewonnen nach verschiedenen Leberer

beiten, die ECOD an Hautzellen nutzten, und zwar an von der Maus gewonnenen Mikroso-
men [153]. 1982 wurde von Damen et al. die kutane O-Dealkylaseaktivität verschiedener Spe-
zies, u.a. von Maus, Rhesus-Affe und Mensch, untersucht. Dabei konnte für Mensch und Affe 
keine Aktivität ermittelt werden, bei den Mäusen ließ sie sich durch die subkutane Gabe von 
Induktoren wie Phenobarbital induzieren. Versuche der in vitro Induktion scheiterten [45]. 
Zur Untersuchungen von ECOD an HaCaT- Zellen findet sich in der Literatur bislang nur 
eine Studie mit dem Nachweis der ECOD und EROD- Aktivität [42]. Darin wurden außerdem 
NHK und die Zelllinie SVK14 getestet.  
 
3.5.3.3 Testosteron- Metabolisierung 

Bei der Metabolisierung des Testosterons sind neben der Reduktion zu 4-Androsten-3,17-
Dion (katalysiert durch die 17β-Hydroxysteroiddehydroge-

 Hydroxylierungen von Bedeutung. Un-nase) hauptsächlich
OHCH312

tersuchungen an Ratten ergaben, dass vielfältigste CYP- 
Isoenzyme daran beteiligt sind, die zum Teil konstitutiv 
vorhanden oder induzierbar sind. Es gibt bei dieser Umset-
zung auch geschlechtsspezifische Unterschiede. Verschie-
dene Isoenzyme katalysieren die Metabolisierung zu teil-

weise gleichen Produkten, wobei meist ein Hydroxylierungsprodukt von hauptsächlich einem 
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er Androstendion- Bildung, die 

 

 

YP  CYP  Konstitutiv/ Testosteron- Metabolisierungsprodukt 
Ratte  Mensch  Induzierbar (das Hervorgehobene stellt den Hauptweg dar) 

Isoenzym umgesetzt wird (85%), die anderen daran beteiligten Enzyme haben nur eine gerin-
gen Anteil. Mengenmäßig dominieren in Ratten neben d
2C11- vermittelte 2α- und 16α-OH- Testosteronbildung, sowie die 3A2- vermittelte 6β-Hy-
droxylierung, die alle hauptsächlich für männliche Ratten charakteristisch sind [75;101]. Die 
folgende Tabelle gibt einen Überblick über die CYP- Enzyme der Ratte, den entsprechend zu-

 henden Hydroxylierungsprodukte (modifiziert nach [114]) 
 
 C

geordneten CYP- Enzymen des Menschen (soweit möglich) und den entstehenden Testoste-
ron- Hydroxylierungsprodukten [114]. 

Tab. 3.5.2: CYP- Isoenzyme der Rattenleber, das dem Menschen zugeordnete adäquate 
CYP- Isoenzym und die beim Testosteron- Metabolismus vorwiegend entste-

 
 
 

1A1  1A1  I   6β 
1A2  1A2  K   6β 

 

 16α, 16β 

Wie schon erwähnt, handelt es sich bei den Daten der Tabelle 3.5.2 um Ergebnisse, die an 
Ratten gewonnen wurden. Bereits zwischen 1970 und 1980 wurde klar, das sich das Verhalten 
in menschlichem Gewebe von dem der Ratten unterschied, insbesondere die bei den Tieren 
sehr stark ausgeprägte geschlechtliche Spezifität einzelner Isoenzyme, fand sich in dem Maß 
beim Mensch nicht wieder [170]. Auch unterscheidet sich die Menge der einzelnen Testoste-
ronhydroxylierungsprodukte der humanen Hepatozyten von denen der Nager. In einer Studie 
von Kern et al. wurde deutlich, dass die vorherrschenden Produkte der Testosteronumsetzung 

6β β

on in humanen Hepatozyten [101]. Untersuchungen 
n der humanen HepG2- Zelllinie führten hauptsächlich zu 6β-OH-T, daneben entstanden 

-OH- Testosteron als Produkte der CYP3A- katalysierten Hydroxylie-
w

 2A1    K   7α, 6α 
β) 2A2    K   15α, 6β, 7α, 16α, (7

 16α, 17, 16β  2B1  2B6/2B7 I  
2B2    K   

 2C6    K   2α, 16α, 17 
 2C7    K   16α 
 2C11  2C9  K   16α, 2α, 17, 6β 
 2C12    K   15β, (15α) 
 2C13  2C8  K   6β, 15α, 16α, 7α 
 2D1  2D6  K   6β 
 3A1  3A3/3A4 I   6β 
 3A2  3A5/3A7 K   6β, 2β 
 

in einer Primärkultur menschlicher Hepatozyten vor allem der -OH- und der 2 -OH- Meta-
bolit sind, gefolgt von der Bildung von Androstendion. Es spielten in geringerem Umfang 
eine Rolle: 7α-OH-, 16α-OH-, 6α-OH-, 15α-OH-, 11α-OH und das 16β-OH-Testosteron. 
Der Einsatz des Induktors Rifampicin führte in diesen Untersuchungen nach 9-tägiger Kultur-
zeit zu einer 5,8fachen Erhöhung der Menge 6β-OH-T in den menschlichen Hepatozyten, ein 
Effekt auf Rattenhepatozyten blieb aus. Besonders stark induzierbar war die Bildung der Me-
tabolite 7α-OH- und 11α-OH- Testoster
a
noch 2β-OH-T und 15β

rung von Testosteron. Daneben 
OH-Testo beobachtet [206]. 

urde noch eine durch CYP4B1 bedingte Umsetzung zu 6β-
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Frühe Untersuchungen zur Testosteronmetabolisierung in Hautzellen aus dem Jahr 1987 be-
laufen sich auf Untersuchungen an Mikrosomen der Dermis, der Epidermis und der gesamten 
Haut von Ratten in Gegenwart von NADPH und Sauerstoff. Dabei konnten 6β-OH-, 7α-OH- 
und 16α-OH-Testosteron nachgewiesen werden. Die größten Mengen erschienen davon in der 
Epidermis. Dort war eine Hemmung durch Proadifen und Metyrapon möglich. [135] 
Anfang der neunziger Jahre des 20. Jahrhunderts kamen dann auch Untersuchungen an huma-
ner Haut bzw. Modellen der Haut zur Charakterisierung des Testosteron- Metabolismus hinzu 
[167;186]. Nach der Etablierung der HaCaT- Zelllinie wurde auch sie auf ihren Testosteron- 
Metabolismus hin untersucht. Allerdings stand bei dieser Studie die Charakterisierung der 5α- 
Reduktase im Vordergrund, eine Bestimmung der Testosteron- Hydroxylierungsprodukte er-
folgte nicht [12]. In einer noch jüngeren Studie aus dem Jahr 2001, wurden 3 Zelllinien huma-
nen Ursprungs, HaCaT- Zellen, die Sebozytenzellinie SZ95 und die MeWo Melanom-Zellen, 

n mit anschliessender 
 d ch 

t, mit der stärksten Aktivität in 
inge Mengen von 5α-Dihydro-

man so heraus, 
au der Androgene, wie 

auf ihre Testosteronumsetzung hin untersucht. Es wurden dabei die 17β-Hydroxysteroiddehy-
drogenase (HSD), die 5α-Reduktase und die 3α-HSD genauer charakterisiert. In allen Zellty-

en dominierte die 17β-HSD- vermittelte Umsetzung zu Androstendiop
Bildung von 5 -Androstandion katalysiert durch urα  die 5α-Reduktase. In der Folge wurde
die 3α-HSD das 5α-Androstandion zu Androsteron umgesetz
HaCaT- Zellen. Es wurden außerdem in allen Zelltypen ger
testosteron und 5α-Androstandiol gefunden. Für HaCaT- Keratinozyten fand 
dass deren Aufgabe im Androgenstoffwechsel hauptsächlich im Abb
z.B. Testosteron, liegt. [62] 
 
3.5.3.4 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen-Reduktion (DAB) 

Bei der Reduktion von 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen (DAB) handelt es sich um eine 
s 4A. Verglichen 

 eher untergeordnete Bedeu-

und Oxidase- Aktivitäten im Mittelpunkt, spielen hier Reduktase- Aktivitäten, speziell die 
Azo- Reduktionen im Vordergrund. Neben der Entgiftung von Azoverbindungen durch CYP 
4A, spielen auch die mikrosomale NADPH- Cytochrom P-450-Reduktase und zytosolische 
Reduktasen eine Rolle. [90-92;113;129;162;190;208] 
Die Metabolisierung des DAB kann nicht nur reduktiv, sondern auch oxidativ per N-Deme-
thylierung, Ringhydroxylierung und N-Hydroxylierung unter Beteiligung Phenobarbital- und 
3-Methylcholanthren- induzierbarer Cytochrome erfolgen. [132;171] 
Die Bestimmung beruht auf der Methode von Huang et al. [91]. Das durch die Reduktion von 

Clofibrat- induzierbare Modellreaktion zur Charakterisierung des Cytochrom
mit den bisher beschriebenen Modelreaktionen kommt dieser eine
tung zu. Standen bei der Charakterisierung von Phase-I-Reaktionen bisher Monooxygenase- 

DAB gebildete 4-(N,N-Dimethylamino)anilin wird durch nachfolgende Extraktion aufgerei-
nigt, an Fluorescamin gekuppelt und das entstehende Produkt fluorimetrisch bestimmt. Durch 
die Wahl definierter Reinigungsschritte kann gewährleistet werden, dass nur das, bei der re-
duktiven Spaltung entstehende, Anilinderivat nachgewiesen wird. Das bedeutet, dass mit 
dieser Methode zwar die Bestimmung des CYP 4A- vermittelten Anteils der Umsetzung be-
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stimmbar ist, jedoch kann auch über zytosolische oder mikrosomale Reduktasen gebildetes 4-
(N,N-Dimethylamino)anilin mit erfasst werden. Es bleibt weiterhin der Anteil des DAB unbe-
rücksichtigt, der, wie oben angesprochen, oxidativ umgesetzt wird. [51;91;162] 
Die beiden folgenden Abbildungen geben die Reaktionsgleichungen der Bestimmung wieder. 
 
 

 

Abb. 3.5.3: Azoreduktion von 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen 
 
 

 

 

 

 

Abb. 3.5.4: Kupplung von 4-(N,N-Dimethylamino)anilin an Fluorescamin 
 
3.6 Viabilitätsassays (Zytotoxizitätsbestimmungen) 
 
Viabilitätsbestimmungen dienen der Erfassung geschädigter und toter Zellen. Unter dem Zell-
tod wird der irreversible Verlust von essentiellen zellulären Funktionen und Strukturen ver-
standen (M. Pirmohamed und K. Park in [210]). Zu dessen Ermittlung gibt es eine Reihe von 
Methoden, die jeweils unter verschiedenen Aspekten durchgeführt werden. Hinsichtlich der 
Exposition eines Agens kann grundsätzlich in zwei Hauptklassen eingeteilt werden. Zum 

der Reproduktionsfähigkeit von Zellen. Kurzeittests erfassen nur Zellen, die zum Zeitpunkt 
der Untersuchung (d.h. nach Noxenexposition) tot sind. Verspätete Reaktionen auf toxische 

inflüsse oder aber im Gege

einen gibt es die Kurzzeittests, zu denen alle üblichen Vitalitätstests gehören, und zum ande-
ren gibt es Langzeittests. Deren wichtigster Unterschied besteht in der Erfassung des Erhaltes 

nzug Reparaturmechanismen in den Zellen werden nicht berück-
der Ermittlung der akuten Toxi-

E
sichtigt. Genauer spricht man daher bei den Kurzzeittests von 
zität und bei den Langzeittests von der Bestimmung der Überlebensfähigkeit [61]. 
Die meisten Kurzzeittests beruhen auf dem Vorhandensein geschädigter Membranen toter 
Zellen, mit deren Hilfe Farbstoffausschluss- oder der Farbstoffaufnahmetests (Trypanblau-, 
Kristallviolett, Neutralrottest) entwickelt wurden. Auch die Freisetzung von Inhalten, die vita-
le Zellen zurückhalten, kann bestimmt werden (LDH- Test). Zu Vitalitätstests werden häufig 
auch metabolische Reaktionen herangezogen, die das Verhalten spezifischer Enzyme nutzen 
(MTT- Test). Ebenso besteht die Möglichkeit, nach Zelllyse das vorher in die DNA eingebau-
te 3H- Thymidin zu detektieren [61;210]. 
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tion Kit I eine salzsaure SDS- Lösung [157], der Assay nach Mosmann verwendet salzsaure 
Isopropanollösung [133] und andere Autoren nutzen eine Mischung aus SDS, DMSO und 
Eisessig [116]. Der MTT- Assay zeigt Aktivitätsunterschiede zwischen verschiedenen Zellli-
nien und mit dem Alter einer Kultur auf [201]. Auch Carmicheal et al. [37] stellten Unter-
schiede zwischen diversen Tumorzelllinien in der MTT- Reduktionskapazität und der damit 
verbundenen Chemosensitivität fest. Alle Autoren kommen zu dem Schluss, dass es notwen-
dig ist, für jeden Zelltyp die optimalen Assay- Bedingungen zu ermitteln. 
 

 

 
S 3

CH3
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N

S
CH3

CH3

 

 

   MTT       Formazan 

 
Abb. 3.6.1: Reduktive Spaltung des MTT zu Formazan 

N       reductase" 

Im quantitativen Neutralrot (NR)- Test wird, wie oben erwähnt, die Membranintegrität nach 
Noxenexposition untersucht. Dabei wird während der Inkubationsphase der Farbstoff zu-
nächst von allen Zellen aufgenommen, durch anschließendes Waschen (zumeist mit PBS) 

;25;116]. 
 

it 
s is  

 von Lebensfähigkeit und 
rolif

auf Mos
chwa
mbro
elt e e-
boli

t und dies wiede-
um direkt mit der Menge gebildeter Formazan- Kristalle korreliert, messbar anhand der Ab-

ellen durch ein Detergens. Dafür ver-
enden unterschiedliche Autoren verschiedene Detergenzien. So enthält das Cell Prolifera-

 

 

3.6.1 Neutralrottest 
 

spült man dann sowohl überschüssigen Farbstoff, als auch das NR aus den toten Zellen her-
aus. Zellen mit intakter Membran haben den Farbstoff in ihr Lumen aufgenommen und halten 
ihn zurück. Die Lyse der ehemals lebenden, NR enthaltenden Zellen, setzt den Farbstoff frei 
und ermöglicht so eine quantitative photometrische Bestimmung bei 540 nm [24

3.6.2 MTT- Test 
 
M dem MTT- Test werden mitochondriale Schädigungen in den Zellen erfasst, das bedeutet, 

t mit diesem Test möglich, schwerere und tiefgehendere Zellschäden zu charakterisieren.e
Es handelt sich dabei ebenfalls um einen Assay zur Bestimmung
P erationsfähigkeit bzw. zur Ermittlung der akuten Toxizität einer Substanz [24]. Er geht 

mann [133] zurück und ist charakterisiert durch die Umwandlung des löslichen, 
ch gelben Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoli-
mid) in blau- violette, wasserunlösliche Formazan- Kristalle (Abb. 3.6.1). Dabei han-

s sich um eine reduktive Spaltung durch mitochondriale Dehydrogenasen, die nur in m
sch aktiven Zellen von Bedeutung sind. Dies bedeutet, dass mit dem Ansteigen der An-

s
u
d
ta
zahl lebender Zellen eine Erhöhung der metabolischen Aktivität einhergeh
r
sorption bei 570 nm nach Lyse der Kristalle und der Z
w
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Für HeLa- Zellen konnte der Nachweis erbracht werden, dass der NR-, der MTT- und der Kri-
stallviolett- Assay bis auf einige wenige Ausnahmen übereinstimmende Werte in Toxizitäts-
tudien lieferten [40]. 

 
3.7 BioRad- Proteinbestimmung 
 
Bei dem BioRad- Assay handelt es sich um ein kommerzielles Kit (Bio-Rad, München), das 
auf der Bradford- Methode basiert. Bei dieser Methode entsteht ein farbiger Komplex aus den 
nichtpolaren, hydrophoben Seitenketten kationischer Proteine und dem Farbstoff Coomassie-
Brillantblau G-250 im sauren Milieu. Dadurch kommt es zur bathochromen Verschiebung des 
Absorptionsmaximums des Coomassie-Brillantblau von 465 nm nach 595 nm, die am Farb-
umschlag von braun nach blau optisch ersichtlich ist. Die Extinktionszunahme bei 595 nm 
stellt ein Maß der Proteinkonzentration der bestimmten Lösung dar. 
Der Bradford- Assay ist von den Färbetests zur Proteinbestimmung einer der sensitivsten und 
schnellsten. Bereits nach 5 min kann der Protein- Farbstoff- Komplex vermessen werden und 
bleibt bis zu einer Stunde stabil. Auch die Anfälligkeit gegenüber Reduktionsmitteln und an-
deren störenden Substanzen ist vergleichsweise gering, so haben Triton X-100 und SDS bis 
zu einem Gehalt von 0,1 % keinen Einfluss auf die Methode. Mit dem BioRad- Assay lassen 
sich nur lösliche Proteine bestimmen. Das bedeutet, dass membrangebundene Proteine und 
Ganz- Zell- Lysate erst aufgeschlossen und damit in eine lösliche Form überführt werden 
müssen. Zumeist geschieht dies mit Detergentien.  
Der Nachteil dieses Assays liegt in dessen Subjektivität durch den Bezug auf ein Standardpro-
tein. So ist es möglich, dass es bei Verwendung von gleichen Konzentrationen unterschiedli-
cher Standardproteine zu Differenzen kommen kann [118;156]. 

s
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e hoden

ier-
arkeit der Ergebnisse zu gewährleisten.  

r nicht ganz einheitlichen Aussaatdichten, sowie Schwankungen, die sich 
urch zeitlich ungleiche Medienwechsel und in der Folge unterschiedlicher Wachstumsdauer 

(Wird in der vorliegenden Arbeit der Begriff „Medium“ verwendet, handelt es sich immer um 
Ko

eshney 
l in 

1 ml esät und 
ei 37

inkubiert. Z
terilf

ein Mediumwechsel, indem das alte Medium abgesaugt und gegen 12ml frisches Medium 
ausgetauscht wurde. Sobald die Zellkultur 100%ige Konfluenz erreichte (in der Regel nach 7 

4 Material und Met
 
4.1 HaCaT- Keratinozyten- Zellkultur 
 
Alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden mit der Keratinozyten- Zelllinie 
HaCaT (Human adult low Calcium high Temperature) der Passage 36 bis 84 durchgeführt. 
Dies sollte eine gute Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermöglichen. 
Alle Versuche zu den Modellreaktionen EROD und ECOD wurden zu unterschiedlichen Zei-
ten mit je einer niedrigen und einer höheren Passagezahl durchgeführt, um die Reproduz
b
Zum Ausgleich de
d
ergaben, wurden alle Versuche bei gerade einsetzender Konfluenz des Zellrasens begonnen. 
Lediglich die Toxizitätstests fanden daneben auch bei einer Konfluenz von 50% und darunter 
statt, da dies die Effekte deutlicher zum Vorschein bringen sollte. 
Aus allen Substraten, die zur Anwendung kamen, wurden Stammlösungen in DMSO herge-
stellt und diese vor ihrer Verwendung mit Medium auf die jeweilige Arbeitskonzentration ein-
gestellt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die maximale Endkonzentration an DMSO nicht 
mehr als 0,5% betrug, um nachgewiesene membrantoxische Effekte auszuschließen. 
[111;134] 
 
4.1.1 Kulturbedingungen, Subkultivierung und Passagierung der Keratinozyten 
 
Alle Arbeiten an der Zellkultur erfolgten unter einer Laminar- Flow- Box mit Lösungen, die 
vor ihrer Verwendung auf 37°C temperiert wurden. Für die Zellkultur wurde Dulbecco’s Mo-
dified Eagle Medium (DMEM) von Gibco (Nr.: 21969) verwendet, welches einen Glukosean-
teil von 4500mg/l besitzt, außerdem enthielt es Natriumpyruvat (110mg/l), Phenolrot und Py-
ridoxin. Unter sterilen Bedingungen wurde das Medium komplementiert mit 5ml einer Genta-
micin (5mg)- L-Glutamin (200mM)- Lösung und 56ml Fötalem Kälberserum. Im Komplett-
medium ergaben sich damit Arbeitskonzentrationen von 2 mM L-Glutamin, 10µg/ml Genta-
micin (Wirkspektrum: Gram (+) und Gram (-) Bakterien, Mykoplasmen) und 10% FKS. 

mplettmedium.) 
Die Subkultivierung der Zellen erfolgte in Anlehnung an die Beschreibung von Fr
[61]. Dazu wurden die HaCaT- Keratinozyten in einer Zelldichte von ca. 1x106 Zellen /m

 Komplettmedium in eine Gewebekulturflasche (75 cm2) mit Schräghals ausg
°C, 5% CO2- Begasung sowie einer Luftfeuchtigkeit von 100% unter Lichtausschluss 

um besseren Gasaustausch wurden die Flaschen mit Verschlusskappen, die einen 
ilter enthielten verschlossen. In der Regel erfolgte nach 24 Stunden und nach 4 Tagen 

1
b

S
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Tagen), oder zumindest einmal pro Woche wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das alte 

PBS gespült, um tote und nicht adhärente Zellen zu entfernen, diese Lösung ebenfalls entsorgt 
nd schließlich 3 ml Trypsin/ EDTA (0,05%/ 0,02%) den Zellen zugesetzt. Damit wurde so-

oskop das Abrunden der Zellen ersichtlich war, nun konn-

edium verdünnt. Dabei 

 wurde die stets mitgeführte Kontrolle aus 

4.2 Viabilitätsassays (Zytotoxizitätsbestimmungen) 
 
4.2.1 Neutralrottest 
 
Für diesen Test wurden je 200µl einer Suspension HaCaT- Zellen mit ca. 2x104 Zellen/ml in 
eine 96-Well MTP ausgesät, dabei blieb eine Reihe von 8 Wells als photometrischer Blank 
frei. Nach Inkubation im Brutschrank bis zu einer Konfluenz von ca. 50% (1 bis 2 Tage) oder 
bis zur 100%igen Konfluenz (ca. 3 Tage) wurde das alte Medium entfernt und je 100µl der 
Testsubstanzen sowie 100µl farbloses Medium als Kontrolle zugegeben (jeweils als 8-fach 
Bestimmung pro Konzentration). Die nun folgenden Inkubationszeiten variierten mit der Pro-
blemstellung. Um negative Einflüsse durch verbrauchtes Medium zu verhindern, wurden nach 
72h alle Lösungen durch frische ersetzt. Nach beendeter Inkubation wurden sämtliche Medien 
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und dann 100µl der NR- Lösung (unter Lichtaus-
schluss auf 37°C vortemperiert) auf jedes Well gegeben. Es schloss sich eine weitere Inkuba-
tion über 3 Stunden im Brutschrank an. Nun konnten die NR- Lösungen von der Platte abge-
schüttet und jedes Well zweimal mit PBS gewaschen werden, um alle Reste von überschüssi-
gem, nicht in die Zellen aufgenommenen Farbstoff zu entfernen. Dann wurden zügig je 200µl 
der Ethanol/ Eisessig- Lösung in jedes Well gegeben und die gut verschlossene Platte 20 min 

Medium mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt, der Zellrasen einige Minuten mit 5 ml 

u
lange inkubiert, bis unter dem Mikr
te die Trypsinlösung entfernt und die Gewebekulturflasche für 5min im Brutschrank weiter 
inkubiert werden, dadurch lösten sich die sehr fest am Boden haftenden HaCaT- Zellen ab. 
Durch leichtes Klopfen an Flaschenrand und -boden und nachspülen mit 10 ml Medium ent-
stand eine Suspension der Zellen. Diese wurde mehrmals durch eine Pipette aspiriert, um die 
Zellen zu dissoziieren, deren Dichte darauf folgend mittels CASY- Zellzählgerät ermittelt 
wurde. Zur weiteren Kultur konnte wie oben angegeben verfahren werden.  
Für die einzelnen Versuche wurde nun die Suspension weiter mit M
kamen in den Viabilitätstests eine Aussaatdichte von ca. 1 bis 4x104 Zellen/ ml in 96- Well- 
MTP und für alle anderen Versuche 1 bis 4x105 Zellen/ ml in 24- Well- MTP zum Einsatz. 
Das Aussaatvolumen betrug im ersten Fall je 200µl und für die 24- Well- Platten je 1 ml. 
Da in photometrischen Bestimmungen das Phenolrot des Mediums stört, wurden für die Ein-
heitlichkeit aller Versuche jegliche Substanz- Lösungen in DMEM ohne Phenolrot hergestellt. 
Diesem Medium mussten zusätzlich 5,6 ml Natriumpyruvatlösung 100 mM zugesetzt werden, 
um dem phenolrothaltigem Medium genau zu entsprechen. Der Austausch auf phenolrotfreies 
Medium erfolgte immer zu Versuchsbeginn. Ebenso
Zellen plus Medium ohne Testsubstanz zum gleichen Zeitpunkt gegen farbloses Medium ge-
tauscht. 
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auf dem Plattenschüttler durchmischt, dies bewirkte den Tod der Zellen, die Zerstörung der 
ellmembranen und damit das Freisetzen des in die Zellen aufgenommenen Farbstoffes. Die 
xtinktion der Farbstofflösung wurde bei 540 nm mit dem Plattenreader bestimmt. 

he wurden auch bei einer Konfluenz von ca. 70% 

Versuchen wurden alle Lö-

farblosem Medium 1:4 verdünnt und davon 10µl in jedes Well zu den Testsubstan-
en pipettiert und durchmischt. Nach 4-stündiger Inkubation im Brutschrank hatten sich For-
azan- Kristalle in den Zellen gebildet, nun konnte je 100µl des MTT- Lösepuffers zugesetzt 

105 Zellen/ml in 24- Well- Gewebekulturplatten ausgesät, inkubiert bis 

sung zu, inkubierte 3h, schüttete alle Lösungen ab, spülte mit PBS und fügte anschließend 

Z
E
 
4.2.2 MTT- Test 
 
Ähnlich dem NR- Test wurde die HaCaT- Zellsuspension in einer Dichte von ca. 2x104 Zel-
len/ml in 96-Well MTP ausgesät, mit Ausnahme einer Reihe für den photometrischen Blank. 
Die folgende Inkubation im Brutschrank dauerte bis zu einer Konfluenz des Zellrasens von 
ca. 40-50% (1 bis 2 Tage), einige Versuc
oder 100% begonnen. Die Zugabe von 100µl der Testsubstanzen als 8-fache Bestimmung er-
folgte nach dem Absaugen des alten Mediums und Einstellen der zu untersuchenden Konzen-
trationen aus den DMSO- haltigen Stammlösungen mit farblosem Medium. Als Kontrolle 
dienten Zellen, die nur mit farblosem Medium ohne Substanzen inkubiert wurden. Die an-
schließende Inkubation dauerte zumeist 72 Stunden, bei längeren 
sungen nach 72 Stunden erneuert, war dies nicht der Fall, wird es bei dem speziellen Versuch 
angegeben. Der eigentliche Test ist eine Kombination der Assays von Mosmann [133] und 
Lindl [116] und erwies sich für die HaCaT- Keratinozyten als am besten geeignet. Die Durch-
führung ähnelt dem des Cell Proliferation Kit I (MTT) von Roche [157]. Das MTT- Reagenz 
wurde mit 
z
m
werden. Es erfolgte eine weitere Inkubation zumeist über Nacht, jedoch für mindestens 20 
Stunden, denn so lange dauerte es, bis sich die Kristalle auflösten. Nach 20-minütigem Homo-
genisieren der MTP auf dem Plattenschüttler bei 37°C wurde die Absorption bei 570 nm ver-
messen. Der photometrische Blank wurde in gleicher Weise mit MTT- Reagenz und -Löse-
puffer behandelt. 
 
4.2.3 NR- und MTT- Test bei Bestrahlungsversuchen 
 
Die Toxizitätsbestimmungen für Versuche mit Bestrahlung und ECOD- bzw. EROD- Bestim-
mung wurden analog den Modellreaktionen durchgeführt, d.h. die HaCaT- Zellen in einer 
Dichte von ca. 1-5x
zur Konfluenz des Zellrasens, danach bestrahlt und anschließend Induktoren, Inhibitoren und/ 
oder Substrate zugegeben. Nach Abschluss des eigentlichen Versuches konnte nun die Toxizi-
tät ermittelt werden. Zusätzlich wurden das Substrat allein und der Inhibitor allein getestet, 
um Aussagen zu deren Anteil an der Gesamttoxizität machen zu können. Dabei wurden diese 
Wells während der Induktion der Anderen mit Medium inkubiert und dann gleichzeitig auf 
die gesamte Platte Inhibitor und Substrat aufgebracht. Die Kontrolle stellte im Gegensatz zu 
den UV- Versuchen den reinen Medium- Kontrollwert dar.  
Für die NR- Bestimmung setzte man den Zellen je Well 200µl der vortemperierten NR- Lö-
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500µl der Ethanol/ Eisessig- Lösung zu. Die weitere Durchführung erfolgte analog der unter 
Kapitel 4.2.1 beschriebenen. 
Zur Ermittlung der Zytotoxizität durch den MTT- Test wurde den Zellen 20µl des unverdünn-
ten MTT- Reagenzes zugesetzt und die Lösung durchmischt. Dabei verblieben die in den 
Wells vorhandenen Lösungen aus den vorangegangenen Versuchen, falls notwendig wurde 
vor MTT- Zugabe das Volumen auf 500µl reduziert. Nach 4-stündiger Inkubation erfolgte die 

Als Kontrolle diente in beiden Assays eine MTP, in die zu Versuchsbeginn HaCaT- Zellen 
eingesät wurden. Die danach folgende Bestrahlung und Zugabe von Induktoren, Inhibitoren 
und Substraten entfiel. Jedoch wurde beim Austausch von Medium oder Testsubstanzen in 
den Versuchsplatten gleichzeitig in der Kontrollplatte altes Medium in ents

Zugabe von 500µl MTT- Lösepuffer, die folgende Inkubation und Vermessung wurde gemäß 
Kapitel 4.2.2 durchgeführt. 

prechenden Volu-

 

mina gegen neues ersetzt. 
 
4.3 Bestimmung der CYP-450-Enzymaktivität 

4.3.1 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD) 
 
4.3.1.1 Extinktionsspektrum 

 
4.3.1.2 K

Für das bei der EROD gebildete Produkt Resorufin wurden mit Hilfe eines Fluoreszenz- 
Spektrophotometers ein Absorptions- und ein Emissionsspektrum bei 544 nm bzw. 590 nm 
aufgezeichnet. Dabei kam Resorufin in einer Konzentration von 1µM (=1000 pmol/ml) in 
DMEM (in Kapitel 5.1.1 als Medium B gekennzeichnet) zum Einsatz. 

alibrierung 

ur Bestimmung der Menge an gebildetem freien Resorufin wurden Standardlösungen mit 0; 
2000 pmol/ml Resorufin in Medium B 

ermessung der 24-Well-Gewebekulturplatten wurden jeweils 7 oder 8 
ieser Lösungen herangezogen. Unmittelbar nach beendeter Inkubation wurden diese, unter 

zenz. 

Z
5; 10; 20; 50; 100; 200; 400; 500; 600; 800; 1000 und 
hergestellt. Für die V
d
Lichtausschluss auf 37°C temperiert und in die leeren Wells einer jeden Versuchsplatte in 
gleichen Volumina wie die Untersuchungslösungen gegeben. Es wurde 5 min bei 37°C unter 
Lichtausschluss geschüttelt und sofort darauf, immer noch bei 37°C, die Fluoreszenz, wie un-
ter Kapitel 4.3.1.1 angegeben, vermessen. Dabei richtete sich die Auswahl der Standards nach 
der Stärke der, mit bloßem Auge erkennbaren, durch das Resorufin hervorgerufenen Fluores-

 
4.3.1.3 Durchführung 

Für alle Untersuchungen wurde jeweils 1ml HaCaT- Zellsuspension in einer Dichte von 1-2 x 
105 Zellen/ml in 24-Well-Gewebekulturplatten ausgesät und bis zur einsetzenden Konfluenz 
unter den üblichen Kulturbedingungen (siehe Kapitel 4.1.1) inkubiert. Nach 24h erfolgte ein 
Mediumwechsel. Für den photometrischen Blank und die spätere Aufgabe der Resorufin- 
Standardlösungen mussten mindesten 9 Wells leer bleiben. 
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a) Ermittlung der Grundaktivität 

Der Versuch startete nach Entfernen des alten Mediums und anschließender Zugabe von 7-
Ethoxyresorufin (ER) in unterschiedlicher Konzentration in die entsprechenden Wells mit 

aCaT- Zellen. Es wurde anschließend im Brutschrank inkubiert, die Inkubationszeiten vari-
rten mit den einzelnen Versuchen. Nach 5minütigem Schütteln auf einem Plattenschüttler 

III) zunächst Zugabe des jeweiligen Induktors, 1ml, nach dessen Entfernung Zugabe des zu 

 wie oben erwähnt, unmittelbar vor der Vermessung zugegeben, bis dahin 
lieben diese Wells leer. 

n von 2µM ER. 

H
ie
unter Lichtausschluss bei 37°C wurden die Platten sofort, ebenfalls bei 37°C vermessen. Dazu 
kam ein Plattenreader mit der Exzitationswellenlänge von 544 nm und der Emissionswellen-
länge von 590 nm zum Einsatz. Neben jeweils 7 oder 8 der Standardlösungen zur Erstellung 
der Kalibriergeraden konnte so das freie, unkonjugierte Resorufin ermittelt werden. Darauf 
folgend wurden sämtliche Lösungen entfernt und die Zellen der Proteinbestimmung mittels 
BioRad- Assay zugeführt (siehe Kapitel 4.4).  
b) Einsatz von Induktoren und Inhibitoren 

Als Induktoren fanden 3- Methylcholanthren (3-MC) und Phenobarbital (PB) Verwendung. 
Inhibiert wurde mit α- Naphthoflavon (α-NP) oder Proadifen (Pro). 
Der Versuchsbeginn wurde zur Untersuchung des Verhaltens von Induktoren auf die HaCaT- 
Zellen so gewählt, dass die Konfluenz der Zellen bei 20-40% lag, in jedem Fall aber unter 
50%. Es konnte ungefähr 24h nach Aussaat der Zellen das alte Medium entfernt und mit der 
Testung begonnen werden. Im Folgenden wurde jede Platte in 3 Gruppen unterteilt:  
I) Zugabe von Medium, 1 ml – als Kontrollwert der Grundaktivität 

II) Zugabe des jeweiligen Induktors, 1 ml – für die Ermittlung der induktiven Kapazität 

 untersuchenden Inhibitors (immer unmittelbar vor Substratzugabe) – um Aussagen zu er-

 halten, inwiefern die hervorgerufenen Induktionen hemmbar sind. 

Nachfolgend das Schema (Nr. 1) einer typischen Untersuchungsplatte gezeigt - die Standard-
lösungen wurden,
b
 

 

 
 
Schema Nr. 1: 

Zunächst erfolgte die Inkubation mit dem Induktor (bzw. Medium) für unterschiedliche Zei-
ten, dies wurde mit dem Entfernen aller Lösungen und spülen mit je 500µl PBS beendet. Im 
Anschluss wurde der Inhibitor (500µl; 1,4-fache Konzentration der gewünschten Endkonzen-
tration) in die entsprechenden Wells zugesetzt, und sofort mit 200µl ER (7µM) ergänzt. In 
die, mit Medium und Induktor allein behandelten Reihen, erfolgte ein Zusatz von 700µl ER 
(2µM). Damit ergab sich für alle Wells eine Endkonzentratio
Falls nicht der Umsatz von ER bewusst über verschiedene Zeiten untersucht wurde, betrug die 
Inkubationszeit einheitlich 24h, um die Wirkung aller Induktoren / Inhibitoren vergleichen zu 

A 100 200 400 500 600 1000 

B 50 Medium Medium Medium Medium Medium 

C B Induktor Induktor Induktor Induktor Induktor 

D B Induktor
+ Inhibitor

Induktor
+ Inhibitor

Induktor
+ Inhibitor

Induktor
+ Inhibitor

Induktor 
+ Inhibitor 

 1 2 3 4 5 6 
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können. Da der Inhibitor und das Substrat ER stets gleichzeitig zugesetzt wurden, war auch 
deren Inkubationszeit immer gleich, d.h. in den meisten Fällen 24h. Die anschließenden 

lucuronidierung-/ Sulfatierung) 

 Einwirkung von Inhibitor und Substrat ER betrug in allen Fällen 
ien Resorufins erfolgte, wie zuvor beschrie-

en. Danach verblieben alle Lösungen in den Platten. Die Parallel- Platten wurden unterteilt: 
ulfatase- Mischung 0,04 U/ml 

iner β- Glucuronidase-/ Sulfatase- Mischung 20 U/ml 

uss an Enzym und die 
ergleich. Es folgte eine Inkubation von 3h unter normalen Kulturbedin-

gungen im Brutschrank. Nachdem die Standardlösungen unter 1) und 2) um jeweils 50µl er-

 des Resorufins Verwendung. 
A und UVB 

0µl PBS in jedes Well pipettiert 
erden. Danach erfolgte die Bestrahlung, in Anlehnung an Vorgaben der Literatur entweder 

Schritte der Vermessung des freien Resorufins und der Proteinbestimmung erfolgten analog 
zu denen, die unter Punkt a) Ermittlung der Grundaktivität beschrieben wurde.  
Es wurden alle Induktor / Inhibitor- Kombinationen auf 2 Platten parallel getestet und zu 
einem späteren Zeitpunkt wurde der gesamte Versuch wiederholt, um die Reproduzierbarkeit 
der Untersuchung zu gewährleisten. 
c) Phase-II- Reaktionen (G

Der Versuchsaufbau erfolgte analog den Erläuterungen unter Punkt b) Einsatz von Induktoren 
und Inhibitoren. Es wurde nur wenig variiert, die Konfluenz zu Versuchsbeginn betrug 60-
80%, da die Induktionszeit auf maximal 48h begrenzt wurde. Die oben angegebenen drei 
Gruppen behielten ihre Gültigkeit, es wurden für jede Induktor/Inhibitor- Kombination 3 Plat-
ten parallel bearbeitet. Die
24h. Die Vermessung des bis dahin gebildeten fre
b
 1.) Zugabe von 50µl einer β- Glucuronidase-/ S
 2.) Zugabe von 50µl e
 3.) keine weiteren Zusätze 
Dabei wurde die Mischung unter 1) so gewählt, dass, falls alles eingesetzte ER (2µM) zu Re-
sorufinglucuroniden bzw. -sulfaten umgesetzt würde, eine exakte Deglucuronidierung/ -sulfa-
tierung stattfände. Die Mischung unter 2) arbeitete mit einem Übersch
3. Gruppe diente als V

gänzt wurden, konnte anschließend das freie Resorufin, das nun der Gesamtmenge an gebilde-
tem Produkt entsprach, erneut vermessen werden.  

Anmerkung: Das Enzymgemisch soll im sauren pH- Bereich optimale Umsatzraten haben, 
deshalb wurde in Vorversuchen zeitgleich mit dem Enzym ein Natriumacetat-Puffer pH4,5 
den Wells zugesetzt, 3h inkubiert und darauf vermessen oder vor der Vermessung mit Gly-
cin- Puffer pH10,5 auf den leicht basischen Ausgangs- pH-Wert von ca. 7,8-7,9 eingestellt. 
Im Ergebnis zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Werten ohne jegliche Pufferbe-
handlung, den sauren und den wieder neutralisierten Lösungen. Aus diesem Grund fand in 
den Versuchen der vorliegenden Arbeit kein Puffer bei der Deglucuronidierung/-sulfatie-
rung

d) Bestrahlung mit UV

Die Zellaussaat erfolgte entsprechend Kapitel 4.1.1 in 24-Well-MTP mit einer Dichte von 
mind. 5x104 Zellen/ml. Für jede unterschiedliche Bestrahlungsstufe wurde mind. eine MTP 
ausgesät sowie eine zusätzliche Platte, die als Kontrolle diente. Es wurde immer bis zur gera-
de einsetzenden Konfluenz inkubiert. Bei erreichen dieser, konnte das alte Medium entfernt, 
einmal mit 500µl PBS gespült und für die Bestrahlung 50
w
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mit UVA (1; 8 und 16 J/cm2) [158] oder UVB (25 und 50mJ/cm2) [69;121] – siehe auch Kap. 

gießen der Medien, nahezu alle Zellen aus den 
lle UVB- Bestrahlungen auf 25 und 50mJ/cm2. 

4.5 Die Kontrollplatte wurde nicht bestrahlt, jedoch gleichzeitig mit den Versuchsplatten 
erfolgte der Austausch an Lösungen und Medien. Nach der Bestrahlung wurden die PBS- 
Lösungen entfernt, je 1ml farbloses Medium auf die Zellen gegeben und für 24h im 
Brutschrank inkubiert, da laut Literatur nach dieser Zeit maximale Schädigungen durch UVB 
nachgewiesen wurden [83]. Anschließend konnte in Analogie zu Kap. 4.3.1.3 a und b) 
induziert, inkubiert und mit Substrat umgesetzt werden. 

Anmerkung: Für UVB war außerdem die Testung von 100mJ/cm2 vorgesehen, bei ersten 
Versuchen stellte sich aber heraus, dass dies zu toxisch für die HaCaT- Zellen war - die 
Zellen verloren durch die Bestrahlung ihre Haftung am Gefäßboden. Nach 24h im Brut-
schrank wurden, selbst bei vorsichtigstem Ab
Wells entfernt. Deshalb beschränken sich a

 
4.3.2 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD) 
 
4.3.2.1. Extinktionsspektrum 

Für das bei der ECOD gebildete Produkt 7-Hydroxycoumarin (HC) wurden mit Hilfe eines 
Fluoreszenz- Spektrophotometers ein Anregungs- und ein Emissionsspektrum bei 390 nm 
bzw. 460 nm aufgezeichnet. Dabei kam HC in einer Konzentration von 1µM (=1000pmol/ml) 
in alkalischem, farblosem DMEM (Medium Balk) zum Einsatz. 
 
4.3.2.2. Kalibrierung 

Da das Absorptionsspektrum des HC pH- abhängig ist (bei pH6 ist λmax=330nm, bei pH11 is
λmax=390 nm [10]), wurde mit Glycin- Puffer pH10,4 der pH- Wert der Medien vor der Her-
stellung der entsprechenden HC- Kalibrier- Konzentrationen alkalisiert.

t 

 
Nach dem Austesten der Pufferkapazität unter den Inkubationsbedingungen von 5% CO  und 

indestens 24h stabil blieb. Dies erwies sich als ausreichend, da die 
Glycin- Behandlung  nie üb hritt

ur Bestimmung der Menge an gebildetem freien 7-Hydroxycoumarin wurden Standardlösun-
en mit 0; 10; 12,5; 25; 50; 100; 200; 250; 0 10 00 ml HC in Medi-

ellt. F r die ermessung der 24-Well-Gewebekulturplatten wurden jeweils 7 
oder 8 dieser Lösungen herangezogen. Unmittelbar nach beendeter Inkubation der Proben 
wurden diese, unter Lichtausschluss auf 37°C temperierten Standardlösungen, in die leeren 
Wells einer jeden Versuchsplatte gegeben, mit äquivalenten Volumina wie die Untersu-
chungslösungen. Es wurde 5 min bei 37°C unter Lichtausschluss geschüttelt und sofort dar-
auf, immer noch bei 37°C, die Fluoreszenz, wie in Kap. 4.3.2.1 angegeben, vermessen. Dabei 

2

unter Beachtung der Probenbehandlung, wurde ein alkalisches Medium (Medium Balk) aus 3 
Teilen Medium B und 1 Teil Glycinpuffer pH 10,4 bereitet. Es resultierte ein pH- Wert zwi-
schen 8 und 9,4, der für m

 4h ersc . 

400; 50 ; 800; 00; 16  pmol/
ü  V

Z
g
um Balk hergest

richtete sich die Auswahl der Standards nach der Stärke der mit bloßem Auge erkennbaren 
Fluoreszenz. 
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4.3.2.3 Durchführung 

Die Aussaat in 24-Well- Platten erfolgte analog der EROD- Bestimmung (Kap. 4.3.1.3) 
a) Ermittlung der Grundaktivität; Einsatz von Induktoren / Inhibitoren 

Die Ermittlung von Grundumsatz, die Induzierbarkeit und die Hemmung der ECOD erfolgten 

des Induktors (3-MC) oder 500µl Medium als Kontrolle 
. Es wurde nun für unterschied-

Die Reihe B repräsentiert den Grundumsatz von EC zu HC, Reihe C gibt die Induzierbarkeit 

he Umsetzung konnte das gebildete HC 
no
nä
än
dung einer β- Glucuronidase/ Sulfatase- Mischung zum Erfolg. 
Nach der Substratumsetzung wurden alle Lösungen in eine neue 24-Well-Platte, unter Beibe-
haltung der Zuordnung, überführt. Die Platten mit den HaCaT- Zellen konnten der BioRad- 
Proteinbestimmung zugeführt werden (siehe Kapitel 4.4). Zu den Lösungen wurden 100µl 
Acetat- Puffer pH4,5 je Well gegeben, um den Medium pH-Wert (7 bis 8) auf einen, für die 
β- Glucuronidase günstigeren, pH von 5 bis 6 herabzusetzen. Es wurden nun 50µl der β- Glu-

in einem Schritt. Der Versuchsbeginn wurde bei den Untersuchungen ohne Bestrahlung so ge-
wählt, dass die Konfluenz der Zellen um 80% lag. Somit konnte 24h nach Aussaat der Zellen 
das alte Medium entfernt und 500µl 
zu den Zellen gegeben werden (linke Seite von Schema Nr. 2)
liche Zeiten im Brutschrank inkubiert und anschließend die Medien wieder entfernt. Es folgte 
jetzt die Zugabe von 500µl EC in Reihe B und C der Platten, bzw. 250µl Inhibitor (doppelte 
Konzentration der gewünschten Endkonzentration) + 250µl EC (doppelt konzentriert gegenü-
ber Reihe B+C) in Reihe D (rechte Seite von Schema Nr. 2). Als Inhibitor wurden α-NP oder 
Proadifen verwendet. Die Konzentrationen aller Substanzen variierten mit den verschiedenen 
Versuchen. 

 

Schema Nr. 2: ECOD- Bestimmung in einer 24-Well-Platte 
S bedeuten leere Wells, die für die Standards bestimmt waren; B der photometrische Blank, der auch leer blieb;  
links: 1.Teil – Zugabe der Induktoren;        rechts: 2.Teil – Zugabe der Inhibitoren und/oder des Substrates 7-EC 
 

wieder und Reihe D verdeutlicht, ob und in wieweit die vorherige Induktion gehemmt werden 
kann. Die Zeit mit den Induktoren betrug zum besseren Vergleich mit den EROD- Versuchen 
immer 24 Stunden. Anschließend an die eigentlic

ch nicht vermessen werden. Die Versuche dazu scheiterten, d.h. es ergaben sich immer an-
hernd gleiche HC-Werte, die, ganz gleich, welche Behandlung sie erfuhren, keinerlei Ver-
derung zeigten. Nach unzähligen Versuchen mit Puffer- Variationen, führte die Verwen-

curonidase / Sulfatase- Mischung (10000U) in jedes Well gegeben und 3h im Brutschrank in-
kubiert. Danach musste der pH- Wert mit 400µl Glycin- Puffer pH 10,4 angehoben werden, 
um eine optimale fluorimetrische Detektion des gebildeten HC zu ermöglichen. Jetzt wurden 
die HC-Kalibrierlösungen in die entsprechenden freien Wells gegeben, die Platte 10 min unter 
Lichtausschluss bei 37°C geschüttelt und anschließend sofort auf dem Plattenreader vermes-

A S2 S3 S4 S5 S6 S7  S2 S3 S4 S5 S6 S7 

B Medium Medium Medium Medium Medium  S1 EC EC EC ECS1 EC

C Induktor Induktor Induktor Induktor Induktor  B EC EC EC ECB EC

D Induktor Induktor Induktor IndukB tor Induktor
 

B  Inhibitor
+ EC

Inhibitor
+ EC

Inhibitor 
+ EC 

Inhibitor
+ EC

Inhibitor
+ EC

 1 2 3 4 5 6  1 2 3 4 5 6 
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sen. So konnte bei einer Anregungswellenlänge 390 nm und einer Emissionswellenlänge von 
460 nm das freie, unkonjugierte 7-Hydroxycoumarin bestimmt werden. 
b) Bestrahlung mit UVA und UVB 

Die Aussaat der HaCaT- Zellen erfolgte, wie bisher, in einer Dichte von 1x105 Zellen/ml in 
24-Well-Gewebekulturplatten. Es wurde unter den üblichen Kulturbedingungen (siehe Kap. 
4.1.1) 24h inkubiert, was zu einer Konfluenz des Zellrasens von 80-90% führte. 
Daraufhin konnte das alte Medium entfernt und, nach einmaligem Spülen mit 500µl PBS, ge-
ge
un
w
ab
N  

ank inkubiert werden.  
nschließend wurde, wie oben geschildert, induziert, inkubiert und mit Substrat umgesetzt. 

n 500µl PBS ausgetauscht werden. Es schloss sich die Bestrahlung entweder mit UVA (1; 8 
d 16 J/cm2) oder mit UVB (25 und 50mJ/cm2) an - siehe Kap. 4.5 Wie schon für EROD, 

urden auch bei diesen Versuchen Kontrollplatten mitgeführt. Diese wurde nicht bestrahlt, 
er gleichzeitig mit den Versuchsplatten erfolgte der Austausch an Lösungen und Medien. 
ach der Bestrahlung und Entfernung der PBS- Lösungen, konnte jedem Well 500µl Medium

B zugesetzt und die Platten für weitere 24h im Brutschr
A
 
4.3.3 Testosteron- Metabolisierung 
 
4.3.3.1 HPLC- Analytik, Kalibrierung 

Zunächst wurde für alle zum Einsatz kommenden Substanzen ein Absorptionsspektrum auf-
gezeichnet. Dabei wurde von allen Lösungen die erste Verdünnung in Medium B benutzt, d.h. 

agen über den im Test verwendeten Angaben und der Gehalt an DMSO 
 Z

Lösungen nicht mit den Zellen in Berührung kamen. Anschließend erfolgte die Aufnahme der 
Chromatogramme aller Substanzen in den schon verwandten, hohen Konzentrationen. Die 
Bestandteile der HPLC- Anlage mit verwendetem Zubehör sind unter Kapitel 4.9 aufgeführt. 
Es kam ein Laufmittelgemisch aus Wasser und Methanol im Verhältnis 40/60 bei einem Fluss 
von 1,0 ml/min zum Einsatz, welches sich in Vorversuchen für die Trennung von Testosteron 
und dessen Metaboliten als am besten geeignet erwies. Alle chromatographischen Bestim-
mungen wurden bei einer Temperatur von 25°C durchgeführt. Aus den Spektren und den 
Chromatogrammen sollten Aussagen über mögliche störende (überlagernde) Einflüsse 
gewonnen werden. 
Es war nicht klar, wie HaCaT- Zellen Testosteron umsetzen, lediglich die Bildung von Andro-
stendion war belegt [12;62] Deshalb wurde die Methodik zunächst an HepG2- Zellen, einer 

Es stellte sich aber schon nach wenigen Läufen heraus, dass dies einerseits die Säule sehr 
schnell sehr stark verschmutzte und andererseits ausschließlich Testosteron und Androsteron, 
ber keine Hydroxy- Metabolite, detektiert werden konnten. So wurde, wie bei allen anderen 
utoren, die die HPLC zur Quantifizierung nutzten, ein Extraktionsschritt vorgeschaltet. Der 

alle Konzentrationen l
belief sich in den meisten Fällen auf über 0,5%. Dies störte zu diesem eitpunkt nicht, da die 

humanen Leberzelllinie mit bekannter CYP- vermittelter Testosteron- Metabolisierung [206], 
etabliert (Daten nicht dargestellt). Die Versuchdurchführung orientierte sich an den Angaben 
von Kostrubsky et al. [105]. Darin wurden Aliquote Medium entnommen, die Testosteron 
incl. Metabolite enthielten, diese 1:1 mit Methanol versetzt und direkt der HPLC zugeführt. 

a
A
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Literatur folgend, fanden Versuche mit den Extraktionsmitteln Diethylether [12], Dichlor-
g von 

 konnten die Proben 

hführung

methan [8] und Ethylacetat [96] statt. Letztlich fiel die Entscheidung auf die Verwendun
Diethylether. Dieser wurde nach der Extraktion verdunstet, darauf folgend
mit 100µl Methanol aufgenommen werden. So gelöst wurden die Proben der HPLC zugeführt 
und das Spektrum mittels DAD bei 242 nm aufgezeichnet. 
Zunächst entstand aus allen beim Assay relevanten Substanzen eine Absorptionsspektrenda-
tenbank. Darauf folgend wurde von allen eingesetzten Substanzen ein Chromatogramm unter 
Assay- Bedingungen aufgezeichnet. Von Testosteron, Andro, 2α-OH-T und 6β-OH-T wurden 
verschiedene Konzentrationen, gelöst in Methanol, bestimmt. Die so erhaltenen Werte erga-
ben eine Kalibriergerade, der die Peakflächen zugrunde lagen. Die Standardlösungen waren 
folgende:  Testo:   10; 25; 50; 100; 250 und 500µM 
    Andro:  10; 25; 50; 100; 250 und 500µM 
    2α/6β-OH-T:    1; 10; 25; 50; 80 und 100µM 
4.3.3.2 Durc  

ell- Platten folg nalog der RO  Bestimmung (Kap. 4.3.1.3). Da 
s g P vermessen wur  mu n w  W  für  

n r c nks frei leibe am ar er eine 6-fach 
m  

ng der Grundaktivität 

 
 

er Ether verdunstete. Danach 

Die Aussaat in 24-W  er te a   E D-
bei die er Bestimmun  nicht in den latten de, sste eder ells die
Sta da dlösungen, no h photometrische Bla  b n. D it w imm
Bestim ung gegeben.  
a) Ermittlu

Für jeden Versuch wurden zwei 24-Well-MTP analog behandelt. Der Versuch startete nach
Entfernen des alten Mediums mit der Zugabe von 500µl Testosteron (Testo) in verschiedenen
Konzentrationen in Medium B zu den HaCaT- Zellen. Es wurde anschließend für unterschied-
liche Zeiten im Brutschrank inkubiert. Nach kurzem Schütteln auf einem Plattenschüttler un-
ter Lichtausschluss bei RT wurden von einer der Platten nur die Lösungen vorsichtig entfernt 
und in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt und von der anderen Platte die gesamte Zellsus-
pension verwendet. Jedem Reaktionsgefäß wurden nun 500µl Diethylether zugesetzt, ca. eine 
Minute auf dem Vortexer gemischt und anschließend die Zellfragmente abzentrifugiert 
(4000g / 10min / 10°C). Damit wurde gleichzeitig eine klare Phasentrennung erreicht. Die 
Ether- Phase konnte in HPLC- Röhrchen überführt werden, d
wurden die Proben in je 100µl Methanol (HPLC rein) aufgenommen und per HPLC analy-
siert. Als Laufmittel diente Wasser und Methanol im Verhältnis 40/60 bei einem Fluss von 
1,0 ml/min, das Injektionsvolumen betrug immer 20µl. Zum Nachweis der Metabolite und des 
Testosterons wurden die authentischen Standards herangezogen, von denen zuvor unter iden-
tischen Bedingungen eine Datenbank erstellt wurde. Die Quantifizierung konnte mit Hilfe der 
Kalibriergeraden erfolgen, der die Peakflächen zugrunde lagen.  
b) Einsatz von Induktoren und Inhibitoren 

Die Versuche begannen bei einsetzender Konfluenz des Zellrasens mit dem Entfernen des 
Mediums und der Zugabe von 500µl der Induktorlösungen. Es kamen zum Einsatz: 3-MC 
(2µM); PB (1mM); Rifampicin [Rif] (10µM) und Dexamethason [Dexa] (25µM). Als Kon-
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trolle diente Medium B. Es fand eine 5fach Bestimmung jedes Induktors und eine 4fach Be-
stimmung der Medium- Kontrollen statt. Alle Versuche wurden in 24-Well- Platten durchge-

denen Induktionszeiten wurden die alten Lösungen ent-

(250µM) zu-

-

ubationszeiten 
d 

gf. bei -20°C gelagert. Anschließend konnte wie unter a) beschrieben mit Diethylether extra-
er HPLC analysiert werden.  

rt. Nach dieser Zeit wurden die Medien entfernt und analog Punkt b) die 

4.3.3.3 Ermittlung der Wiederfindungsraten nach Extraktion

führt. Anschließend an die verschie
fernt. Im Folgenden unterschieden sich die Untersuchen. In einigen Versuchen ging es darum, 
die Abhängigkeit der Testosteronmetabolisierung von der Zeit mit den Induktoren und der 
Testo- Inkubationszeit zu untersuchen. Diesen Platten wurde 500µl Testosteron 
gesetzt und für 21h oder 48h inkubiert.  
Ein anderer Aspekt war die Testung möglicher Inhibitoren. Dabei wurden die Zellen wie oben 
beschrieben induziert, die Lösungen entfernt und anschließend die Inhibitoren α-NP (0,5 oder 
1µM), Proadifen (125 oder 250µM) und Triacetyloleandomycin (50 oder 250µM) den Zellen 
zugesetzt. Sofort darauf erfolgte die Zugabe von Testosteron (250µM). Die Angaben in Klam
mern bezeichnen jeweils die Endkonzentration in der Lösung, d.h. es wurde mit je 500µl der 
doppelt konzentrierten Lösung gearbeitet. Nach Ablauf der entsprechenden Ink
wurden die gesamten Zellsuspensionen einzeln in Eppendorfreaktionsgefäße überführt un
g
hiert, in Methanol aufgenommen und p
c) Bestrahlung mit UVA und UVB 

Die Versuche an HaCaT- Zellen inklusive Bestrahlung sollten nicht nur die Zellen betreffen, 
sondern auch den Einfluss der Induktoren unter Bestrahlung charakterisieren. Dadurch war es 
notwendig, für jede Bestrahlungsstufe mit den Zellen einer neuen Passage zu arbeiten. Es ka-
men folgende Passagen zum Einsatz: UVB 50mJ/cm2 (P51); UVB 25mJ/cm2 (P52); UVA 16 
J/cm2 (P54); UVA 8 J/cm2 (P53) und UVA 1 J/cm2 (P55). Es wurden parallel identische Ver-
suche mit und ohne Bestrahlung durchgeführt.  
Die Zellaussaat erfolgte analog den Induktions- / Inhibitionsversuchen. Bei einsetzender Kon-
fluenz wurde das Medium von den Zellen entfernt, mit 500µl PBS gespült und vor der Be-
strahlung 500µl PBS in jedes Well gegeben. Nun folgte die Bestrahlung mit den oben angege-
benen UV- Dosen. Die Kontrollplatten wurden nicht bestrahlt, aber gleichzeitig mit den Ver-
suchsplatten erfolgte der Austausch an Lösungen und Medien. Nach der Bestrahlung wurden 
alle alten Lösungen entfernt, je 1ml farbloses Medium auf die Zellen gegeben und für 24h im 
Brutschrank inkubie
Induktor- Lösungen (oder Medium als Kontrolle) und später das Substrat Testosteron zuge-
setzt. Alle Induktionszeiten betrugen 72h, die Zeit mit Testo lag einheitlich bei 48h. Die End-
konzentrationen aller Lösungen entsprachen denen aus den vorangegangenen Versuchen. 
Nach beendeter Umsetzungszeit wurden die gesamten Zellsuspensionen in Eppendorfreak-
tionsgefäße überführt und ggf. bei -20°C gelagert. Daran schloss sich das unter a) beschrieben 
Extraktionsverfahren und die Vermessung per HPLC an.  
 

 

Vom Substrat Testosteron wurden Lösungen in den Konzentrationen 60µM; 100µM und 
250µM in Medium B hergestellt. Für die Metabolite Androstendion und 6β-OH-Testosteron 
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lagen die Konzentrationen der zu untersuchenden Lösungen bei 10µM; 50µM und 100µM. 
Von jeder dieser Lösungen wurden 12 Proben zu je 500µl in einem Eppendorfreaktionsgefäß 
mit 500µl Diethylether versetzt, diese eine Minute auf dem Vortexer durchmischt und weiter 
wie unter Kapitel 4.3.3.2 a) beschrieben zentrifugiert. Darauf folgend konnten die Etherpha-
sen in HPLC- Röhrchen überführt, der Ether verdunstet und anschließend die Proben mit 
100µl Methanol wieder aufgenommen und der Quantifizierung per HPLC zugeführt werden 
(Wasser/ Methanol: 40/60; Fluss: 1,0 ml/min). 
 
4.3.4 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen- Reduktion (DAB) 
 
4.3.4.1 Extinktionsspektrum 

4-(N,N-Dimethylam o)anilin (1mM) wurde mit Fluorescamin unter in Lichtausschluss gekup-
e  E erfolg  eine tpuffer (0,1 M) pH 4,0. 

me  bei 405 nm / 520 nm mit 
ektrophotometer. 

 

p lt. s te 1:100 Verdünnung in Essigsäure- Natriumaceta
Die Aufnah  des Anregungs- und des Emissionsspektrums erfolgte
einem Fluoreszenz- Sp

4.3.4.2 Kalibrierung 

Zur Bestimmung der Menge an gebildetem Kupplungsprodukt wurde eine Kalibiergerade aus 
Lösungen von 4-(N,N-Dimethylamino)anilin in Essigsäure- Natriumacetatpuffer (0,1 M) pH 
4,0 erstellt. Die dabei verwendeten Konzentrationen betrugen 0; 50; 100; 125; 150; 175 und 

ser Lösungen wurde in die leeren Wells der zu vermessen-200 nmol/ml. Je 1ml von jeder die
den 24-Well- Versuchsplatten gegeben. Danach konnte, analog zu den Proben, mit 50µl Fluo-
rescamin- Lösung (1,5 mM) unter Lichtausschluss die Kupplungsreaktion ermöglicht werden. 
Die Vermessung der Fluoreszenz des entstandenen Kupplungsproduktes erfolgte bei einer 
Anregungswellenlänge von 405 nm und einer Emissionswellenlänge von 520 nm. 
 
4.3.4.3 Durchführung 

a) Ermittlung der Grundaktivität 

Es wurde je 1ml HaCaT- Zellsuspension in vier 24-Well-MTP in einer Dichte von 1-2 x 10  
Zellen/ml ausgesät. Dabei blieben 9 Wells leer, zwei als Blank und sieben für die Kalibrierlö-
sungen. Nun konnte unter Kulturbedingungen bis zur einsetzenden Konfluenz inkubiert wer-
den. Nach dem Entfernen des alten Mediums wurde je 1ml DAB (200µM) in die entsprechen-
den Wells pipettiert. Nach 4, 24, 48 und 72h wurde, wie folgt unter b) beschrieben, das Pro-
dukt der DAB-Reduktion, 4-(N,N-Dimethylamino)anilin, extrahiert und an Fluorescamin ge-
kuppelt und vermessen. 
b) Einsatz von Induktoren und Inhibitoren 

Wenn die Konfluenz des Zellrasens ca. 90% erreichte, begannen 

5

die Versuche mit der Zugabe 
irkung wurden Clofibrat (300µM) und 3-

bzw. α-NP (1µM) zugegeben werden. Es folgte sofort darauf die Zugabe von DAB zu allen 

der Induktoren in 10 Wells. Auf ihre induktive W
MC (2µM) untersucht. Gleichzeitig erhielten 5 Wells frisches, farbloses Medium, diese Wells 
dienten als Kontrolle. Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten konnten alle Lösungen ent-
fernt und der Hälfte der induzierten Proben die potentiellen Inhibitoren Metyrapon (1µM) 
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Proben, die Endkonzentration je Well betrug 200µM. 
Die eben genannten Konzentrationen bezeichnen die Endkonzentrationen in der Probe. Für 
die Inhibitoren bedeutet dies, es wurde mit je 500µl Metyrapon (2µM) bzw. α-NP (2µM) und 
zusätzlich 500µl DAB (400µM) gearbeitet. In alle anderen Wells wurde 1ml DAB (200µM) 
pipettiert. Die Belegung der 24-Well-Platten erfolgte analog dem Schema Nr. 2 unter Kapitel 
4.3.2.3 a. Die Induktionszeiten variierten zwischen 4, 24, 48 und 72 Stunden. Auch die Zeit-
abhängigkeit der DAB- Umsetzung sowie die einer möglichen Hemmung wurden untersucht, 

riumacetatpuffer (0,1 M) 
edingungen der Durchmischung und Zentrifugation. Die 

.2. 

4.4 BioRad- Proteinbestimmung 

n Zellen, die sich nicht vom Zellra-
uspension aus den 24-well Plat-

ten in Eppendorf- Reaktionsgefäße überführt, mit je 500µl/well Triton X100 0,1% die Platten 
gespült und beide Suspensionen in den Reaktionsgefäßen vereinigt. Der Zusatz von Triton in 

dabei betrugen die Zeiten ebenfalls 4, 24, 48 und 72 Stunden. 
Nach Ablauf der Umsetzungszeit wurden jedem Well 500µl Lösung entnommen, in ein Ep-
pendorfreaktionsgefäß überführt und zur Beendigung der Reaktion jeweils 100µl Natriumhy-
droxid (0,5 M) zugesetzt. Es folgte eine zweimalige Extraktion mit je 500µl Heptan. Dabei 
wurden die Proben kurz auf dem Vortexer durchmischt (ca. 30 Sekunden) und anschließend 
zentrifugiert (1 Minute, 4000 x g), um eine klaren Phasentrennung zu erreichen. Die beiden so 
gewonnenen Heptanphasen wurden vereinigt, die wässrigen Phasen verworfen. Für die Kupp-
lung mit Fluorescamin wurde das 4-(N,N-Dimethylamino)anilin aus der organischen Phase in 
eine wässrige überführt. Dies geschah mit je 1,0 ml Essigsäure- Nat
pH 4,0, unter den oben genannten B
wässrigen Proben wurden nun analog dem Ausgangsschema in eine 24-Well-MTP überführt, 
die Kalibrierlösungen in die dafür vorgesehenen leeren Wells pipettiert und allen Wells je 
50µl Fluorescaminlösung (1,5 mM) zugesetzt. Unter Lichtausschluss konnte die Kupplungs-
reaktion ablaufen. Zur Vergleichbarkeit aller Untersuchungen geschah dies immer über einen 
konstanten Zeitraum von 30 Minuten. Die Vermessung der Fluoreszenz des Produktes erfolg-
te bei Raumtemperatur analog dem Kapitel 4.3.4
Die Platten mit den HaCaT- Zellen konnten der BioRad- Proteinbestimmung zugeführt wer-
den (siehe Kapitel 4.4).  
 

 
Der BioRad- Assay ist ein kommerzielles Produkt der Bio-Rad Laboratories GmbH und be-
ruht auf der Färbemethode nach Bradford. Um die im Zellverband gebundenen Proteine auf-
zuschließen, wurden am Ende eines jeden Versuches sämtliche Lösungen entfernt, mit PBS 
gespült und anschließend die Zellen mit 500µl Aqua purificata je Well in einem doppelten 
Zyklus bei mindestens -20°C eingefroren und wieder aufgetaut. Durch das Spülen wurden bei 
der Proteinbestimmung keine im Medium gelösten Proteine erfasst. Ebenso sollten keine 
Proteine aus toten Zellen mit bestimmt werden, da bei adhärent wachsenden Zellkulturen die 
abgestorbenen Zellen sich zumeist vom Boden lösen und beim Spülen gleichfalls entfernt 
werden. Jedoch werden Proteine aus geschädigten und tote
sen gelöst haben, mitbestimmt. Im Anschluss wurde die Zells

einer Endkonzentration von 0,05% verbesserte die Zerstörung der Zellmembranen und machte 



Material und Methoden 40

die membrangebundenen Proteinen der Bestimmung zugänglich, ohne die Bradford- Bestim-

 25; 50; 100; 200; 400; 500µg/ml BSA in 
ritonX100 0,05%. Nach 5 bis 10 min bei Raumtemperatur konnte die Absorption des gebil-

emessen werden. Diese Durch-
g an die Produktbeschreibung. [156] 

i jeweilig genauer Dosiserfassung. Im Kapitel 4.10 
ammer bezeichnet, eine Skizze findet sich bei Radschuweit, A. [158]. 

en sich für die UVA- Bestrahlung CLEO Performance R 

n, so dass die Ergebnisse der vorgestellten Untersuchungen mit den 
en mitteleuropäischen Raum als praxisrelevant 

mung zu beeinträchtigen. Nach Homogenisieren mittels Vortexer, Abzentrifugieren der Zell-
fragmente (4000g / 15min / 10°C) erfolgte mit dem Überstand die Proteinbestimmung. Dafür 
wurden je 20µl Probe als Dreifachbestimmung in einer Rotilabo-96-Well-Mikrotiterplatte mit 
180µl Bradford- Reagens (zuvor 1:4 verdünnt) versetzt. Parallel erfolgte jeweils in der glei-
chen Platte die Aufnahme einer Kalibriergeraden von BSA als Standardprotein. Die Konzen-
trationen der Kalibriergeraden betrugen 12,5;
T
deten Farbstoffkomplexes bei einer Wellenlänge von 595 nm g
führung erfolgte in Anlehnun
 
4.5 UV-Exposition 
 
Der Einsatz einer speziellen Bestrahlungskammer [72;144;158], erlaubte die getrennte Be-
trahlung mit UVA oder UVB- Licht bes

sind die Teile dieser K
Da die Zellen vor und nach der Bestrahlung steril inkubiert wurden, sollte auch in der Be-
strahlungskammer eine keimarme Atmosphäre herrschen. Dazu wurde die Kammer vor jeder 
Benutzung gründlich mit Ethanol 70% desinfiziert. Die Deckel der MTP waren UV-undurch-
lässig und mussten unmittelbar vor der Bestrahlung abgenommen und gegen desinfizierte 
Quarzplatten ausgetauscht werden. Eine Bestrahlung ohne Abdeckung wurde unbedingt ver-
mieden, da die längste Bestrahlungszeit knapp 50 min währte und dies neben der Kontamina-
tionsgefahr auch die Verdunstung der Pufferlösung zu stark erhöht hätte. Die Distanz zwi-
schen den UV-Lampen und den bestrahlten Proben lag konstant bei 18 cm. 
 
4.5.1 UVA 
 
In der Bestrahlungskammer befand
UVA- Leuchtstoffröhren mit einem Emissionsspektrum von 305 - 420 nm. Es wurden aus-
schließlich Versuche mit Zellen in 24-Well-MTP durchgeführt. Vor jeder Bestrahlung erfolg-
te der Austausch des Kulturmediums gegen 500µl PBS- Lösung (37°C, pH 7,4), um eventuell 
auftretende, die Versuche überlagernde Reaktionen mit Mediumbestandteilen auszuschließen. 
Zur Bestrahlung kamen 1; 8 und 16 J/cm2 zum Einsatz. Dies entsprach laut Radschuweit 
[158] dem Aufenthalt im Freien an einem sonnigen, wolkenfreien Sommertag von ca. 5 min; 
30-45 min und 55-90 mi
gewählten Bestrahlungszeiten durchaus für d
angesehen werden können. Zur genauen Dosiserfassung der Strahlung befand sich in der 
Kammer unmittelbar neben den Platten ein UVA- Sensor. 
Anschließend an die Bestrahlung wurden unter der Laminar- Flow- Box die PBS- Lösungen 
gegen jeweils 1ml farbloses Medium (37°C) getauscht und für 24h im Brutschrank inkubiert, 
um auch Zeitverzögerte Effekte der Bestrahlung mit erfassen zu können. Eine wiederholte Be-
strahlung derselben Zellprobe fand nicht statt. 
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4.5.2 UVB 
 

vorbereitung erfolgte analog der UVA- Bestrahlung in Kapitel 4.5.1. Bestrahlt wurde im 
UVB- Bereich mit 25 und 50mJ/cm2. Anschließend an die Bestrahlung wurden die Pufferlö-

Für die UVB- Bestrahlung befanden sich CLEO Performance TL UVB-Leuchtstoffröhren mit 
einem Emissionsspektrum von 280- 350 nm in der Bestrahlungskammer. Die Bestrahlungs-

sungen gegen Medium ersetzt und 24h inkubiert. Die Inkubation von 24h ergab sich aus den 
Veröffentlichungen von Mammone, T. [121] und Henseleit, U. [83], wobei von Henseleit ver-
schiedene Zeiten nach der Bestrahlung die DNA- Fragmentation untersucht wurde und sich 
nach 24h die größten Mengen an DNA- Fragmenten fanden.  
Da in der verwendeten Literatur keine vergleichenden Aussagen zu Strahlungsdosis und na-
türlicher UVB- Belastung angegeben waren, wurde dieser Versuch selbst durchgeführt. 
 
4.5.2.1 Vergleich von natürlichem mit künstlichem UVB- Licht 

Zum Vergleich der künstlichen mit der natürlichen UVB-Strahlung wurde an einem sonnigen, 
wolkenlosen Sommertag ermittelt, in welcher Zeit 25; 50 bzw. 100mJ/cm2 auf der Erde auf-
treffen. Dazu wurde der in der Bestrahlungskammer verwendete Sensor für UVB (Kühnast 
Strahlungstechnik, Wächtersbach, DL) zu drei verschiedenen Uhrzeiten der direkten Sonnen-
einstrahlung ausgesetzt und die Zeit bis zum Erreichen der angegebenen UVB- Dosen notiert. 
Ein zweites Mal erfolgte diese Bestimmung an einem meteorologisch als heiter bezeichnetem 
Sommertag, genau zur gleichen Uhrzeit, wie zuvor. Es herrschte weitgehend Sonnenschein 
nur einige wenige Wolken waren am Himmel. Zum Vergleich wurde zusätzlich die Bestrah-
lungszeit für die gleichen UV- Dosen in der Kammer gemessen.  
 
Auch bei der UVB- Bestrahlung wurde keine der Zellproben einer wiederholten Strahlung 

.6 Statistik 

ie Versuche wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung des Mittelwertes (x ± SD) von n 

des t-Tests nach Student für unverbundene Stichproben auf ihre Signifikanz geprüft. Bei dem 

roni's multipler Vergleichstest angewendet. Als signifikant galten p-Werte für α ≤ 0,05.

ausgesetzt. 
 
4
 
D
unabhängigen Experimenten berechnet. Für alle Experimente wurden Zellen unterschiedlicher 
Passagen in Mehrfachbestimmungen verwendet. Unterschiede zwischen zwei einzelnen Ver-
suchsgruppen wurden unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von α = 0,05 mittels 

Vergleich mehrerer Gruppen wurde die Varianzanalyse (ANOVA) und nachfolgend Bonfer-
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4.7 Medien, Supplemente und sonstige Lösungen für die Zellkultur 
 

 (DMEM) mit Phenolrot   Kat.- Nr.: 21969 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium  Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, DL 
 (DMEM) ohne Phenolrot   Kat.- Nr.: 31053 
Fötales Kälberserum (FKS)   Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, DL 
 (Foetal Bovine Serum) South American Kat.- Nr.: 10270 
Gentamicin-L-Glutamin-Lösung (5mg  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DL 
 Gentamicin, 200mM L-Glutamin pro ml) Kat.- Nr.: G-9654 
Natriumpyruvat, 100mM   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DL 
      Kat.- Nr.: S-8636 
Dimethylsulfoxid für die Zellkultur  Sigma-Aldrich Chemie

Dulbecco’s Modified Eagle Medium  Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, DL 

 GmbH, Steinheim, DL 
BS (w/o Ca and Mg)   Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, DL 

Ca and Mg)  Gibco Life Technologies GmbH, Eggenstein, DL 
P
Trypsin-EDTA (w/o 
 
Eigene Bezeichnung und Zusammensetzung der gebrausfertigen Medien: 
 

Medium A Medium B Medium C Medium D 
DMEM DMEM DMEM DMEM 
21969 31053 21969 31053 

mit Phenolrot ohne Phenolrot mit Phenolrot ohne Phenolrot 
10% FKS 10% FKS 5% FKS 5% FKS 

 
Medium Balk: 3 Teile Medium B und 1 Teil Glycinpuffer (pH 10,4) 
 

 
2-α-OH-Testosteron    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

4.8 Chemikalien 

Steinheim, DL 
-Methylcholanthren    Ferak Berlin, DL 

-3,17-Dion   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 

-(N,N-Dimethylamino)azobenzen (DAB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 

CasyTon     Schärfe System, Reutlingen, DL 

 Chemie GmbH, Steinheim, DL 

rl Roth GmbH, Karlsruhe, DL 

3
4-Androsten
4
4-(N,N-Dimethylamino)anilin  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
6-β-OH-Testosteron    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
7-Ethoxycoumarin    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
7-Ethoxyresorufin    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
7-Hydroxycoumarin (Umbelliferon) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Acetatpuffer pH 4,5 Sigma Diagnost. Chemie GmbH, St.Louis, USA 
Aceton, wasserfrei Merck KgaA, Darmstadt, DL  
Ameisensäure, konz.    Merck KgaA, Darmstadt, DL  
Aqua purifikata (zur HPLC)   per Ionenaustauschanlage zubereitet  
Bovine Plasma Albumin-Standard   Bio-Rad Protein Assay Kit II, Kat.-Nr.:500-0002 
 + Coomassie Blau-Farbstoffkonzentrat Bio-Rad Laboratories GmbH, München, DL 

Clofibrat     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Dexamethason    Sigma-Aldrich
Diethylether     Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DL 
Dimethylsulfoxid, reinst   Merck KgaA, Darmstadt, DL 
Dulbecco’s PBS (DPBS unsteril)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Essigsäure 30% (V/V) (Eisessig)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DL 
Ethanol     Ca
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Ethylendiamintetraacetat-Tetranatrium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
luorescamin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 

s GmbH, Mannheim, DL 

ie GmbH, Steinheim, DL 
Phenobarbital     AM-Werk Dresden, DL 

Salzsäurelösung, 0,1N    Merck KgaA, Darmstadt, DL 

lanthren-Stlsg. 100mM  0,2684 g 3-MC zu 10,0 ml DMSO 
-Androsten-3,17-Dion-Stlsg. 100mM 0,1432 g Andro zu 5,0 ml DMSO  

hylamino)azobenzen-  0,253 g DAB zu 10,0 ml DMSO 
Stlsg. 100mM 

6β-OH-Testosteron-Stlsg. 10mM  0,005 g 6β-OH-T zu 1,643 ml DMSO  

lofibrat-Stlsg. 88,46mM   0,2147 g Clofibrat zu 10,0 ml DMSO 
Dexamethason-Stlsg. 10mM   0,0196 g Dexamethason zu 5,0 ml DMSO 
Essigsäure 0,2M    4,0 ml Essigsäure 30% (V/V) zu 100,0 ml A.p. 
Essigsäure-Natriumacetat-Puffer 0,1M 18,0 ml Natriumacetattrihydratlsg.  
 (pH 4,0)    zu 100,0 ml Essigsäure 0,2 M 
Ethanol/ Eisessig- Lsg. für NR  50,0 ml Ethanol, 1ml Eisessig zu 100,0 ml A.p. 
Fluorescaminlsg. 1,5mM   0,0208 g Fluorescamin zu 50,0 ml Aceton, wf 

F
ß-Glucuronidase    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL  
 500000 units (348100u/g; DMSO) 
Glycinpuffer pH 10,4    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Heptan      Merck KgaA, Darmstadt, DL 
Isopropanol (HPLC-geeignet)  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DL 
Methanol für HPLC    Merck KgaA, Darmstadt, DL 
3-Methylcholanthren    Ferak Berlin, DL 
Metyrapon     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
MTT      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
 od.: Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche Diagnostic
α-Naphthoflavon    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Natriumacetat     Merck KgaA, Darmstadt, DL 

atriumhydroxid     Merck KgaA, Darmstadt, DL N
Neutralrot     Sigma-Aldrich Chem

Proadifenhydrochlorid   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Resorufin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Rifampicin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 

Siliconöl     Merck KgaA, Darmstadt, DL 
Sodiumdodecylsufate (SDS)   Fluka Chemie GmbH , Buchs, DL 
TAO (Triacetyloleandomycin)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Testosteron     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
Triton X100     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, DL 
 

4.9 Verwendete Lösungen 
 
2α-OH-Testosteron-Stlsg. 10mM  0,005 g 2α-OH-T zu 1,643 ml DMSO  
3-Methylcho
4
4-(N,N-Dimet
 
4-(N,N-Dimethylamino)anilin-Stlsg.  0,1362g 4-(N,N-Dimethylamino)anilin zu 10,0ml 
 100mM     DMSO 

7-Ethoxycoumarin-Stlsg. 100mM  0,1902 g 7-EC zu 10,0 ml DMSO 
7-Ethoxyresorufin-Stlsg. 10mM  1,0mg 7-ER auf 414,6µl DMSO 
7-Hydroxycoumarin  
 (=Umbelliferon)-Stlsg. 50mM 0,0811 g zu 10,0ml DMSO 
Bradford- Reagenz (Bio-Rad-Assay)  4,0 ml Coomassie Blau-Farbstoffkonzentrat 
      zu 20,0ml A.p. 
C
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ß-Glucuronidase-Stlsg. (10000 units/ml) 0,00287 ml ß-Glucuronidase-Sulfatase-lsg.  
     (348100 u/g; DMSO) zu 1,0ml Essigsäure-Natri-

u ts/ml) curonidase-Sulfatase-lsg.  

dase-Stlsg. zu 5,0 ml Natrium-

selsg. (20 u/ml) zu 5,0 ml  

0,0 ml DMSO 

atriumacetattrihydratlsg.   2,72g Natriumacetattrihydrat zu 100,0 ml A.p. 
p. 

eutralrotlsg  5 mg u 100  (farblos), 
   ggf. vo ng filtr
Phenobarbital-Stlsg. 1M  2,3224 g rbital zu 1 MSO 
Proadifen-Stlsg.   0,0195 g en zu 1,0 m  
Resorufin-S 023 u 1
Rifampicin-Stlsg. 100mM  0,4115 in zu 5,0  

AO-Stlsg. 5  0,8140 g TAO zu 2,0 ml D
SO 
0,0 ml A.p. 

 MLU-Halle, Halle, DL 

ltur (steril): 
10ml, 25ml, 50ml 

en, 25cm2, 75 m2 

ll, 24-Well, 
 

itzen, 00µl, 00µl, 000µl

u s 

 
      um-acetatpuffer pH 4,5  
ß-Glucuronidaselsg., (1000 ni  0,00287 ml ß-Glu
      (348100 u/g; DMSO) zu 10,0ml Essigsäure-Na-
      triumacetatpuffer pH 4,5  
ß-Glucuronidaselsg., (20 units/ml)  10µl ß-Glucuroni
      acetat puffer pH 4,5 
ß-Glucuronidaselsg., (0,04 units/ml)  10µl ß-Glucuronida
      Natriumacetatpuffer pH 4,5 
Metyrapon-Stlsg. 100mM   0,2268 g Metyrapon zu 1
MTT-Reagenz     5,0 mg/ml MTT in PBS (steril filtriert) 
MTT-Lösepuffer    20,0 ml Eisessig; 10,0 g SDS und 80,0 ml DMSO 
α-Naphthoflavon-Stlsg. 2mM  2,1784 g α-Naphthoflavon zu 4,0 ml DMSO 
N
Natriumhydroxid (0,5 M)   0,1999 g NaOH zu 10,0 ml A.
N .   

  
 
 

Neutralrot z
r Verwendu

,0ml DMEM
ieren 

  Phenoba 0,0 ml D
50mM   Proadif l DMSO

tlsg.10mM   0, 5 g Resorufin z 0,0 ml DMSO 
 
 

g Rifampic  ml DMSO
MSO T 00mM  

Testosteron-Stlsg. 100mM   0,2884 g zu 10,0 ml DM
riton X10T

 
0 0,1%    100µl Triton X100 zu 10

4
 
.10 Geräte 

Analysenwaage Scal Tec, SAC 63   

Bestrahlungskammer mit: Eigenbau FB Pharmazie,
˚ 

CLEO Performance TL UVB-    -||- 
CLEO Performance R UVA- bzw. Veith Import-Export, Westerau, DL 
˚ 

  Leuchtstoffröhren    
˚ 

˚  Quarzplatten 8,5 x 8,5 cm   QVF Labortechnik GmbH, Ilmenau 
 UVA- bzw. UVB-Sensor   Kühnast Strahlungstechnik, Wächtersbach, DL 

Brutschrank I WTC Binder, Tutlingen, DL 
Brutschrank II Heraeus Laborgeräte AG, Zürich, Schweiz  
Geräte für die Zellku Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, DL 
 Auslaufpipetten, -||- 
 Gewebekulturflasch c cellstar -||- 
 Gewebekulturplatten, 6-We cellstar -||- 
 Mikrotiterplatten, 96-Well, F-Form cellstar -||- 
 PP-Röhrchen, 15ml, 50ml -||- 
 Zellschaber cellscraper -||- 
Geräte für die Zellkultur (unsteril, vor Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen, DL 
 Gebrauch sterilisiert):   
˚ 

  5ml -||- 
Eppendorfsp  1  2 1 ,  -||- 

˚ 

˚  Pasteurpipetten    CarlRoth GmbH, Karlsruhe, DL 
Reaktionsgefäße- Eppendorf- T be    -||- 
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HPLC- Anlage: Merck- Hitachi 
˚ Solvent Degaser L7612 
˚ Pumpe L7100 
˚ Autosampler L7200 
˚ Column Oven L7360 
˚ Diodenarraydedektor L7455 
˚  PC      Compaq 
˚  Software: D7000 HSM von 1999  Merck KgaA, DL 

HPLC- Zubehör:  
˚ Säule: LiChroCART 250-4;  Merck KgaA, DL 
 LiChrospher 100 RP-18 (5µM)  
˚ Vorsäule: LiChroCART 4-4; Merck KgaA, DL 
 LiChrospher 100 RP-8 (5µM)  
˚ 1,5 ml Vials mit 0,1ml Mikroeinsatz Merck KgaA, DL 
  und Silicon- Septen 

Mikroskope: 
˚ Lichtmikroskop Axiovert 25,  Carl-Zeiss, Jena, DL 
˚ Auflicht-Fluoreszenz-Mikroskop,  Olympus, Hamburg, DL 
 Typ CK 40 RFL 
˚ Mikroskopkamera, CamediaC-3030zoom Olympus, Hamburg, DL 
+ Software Olympus So   DP- ft 

L 
urg, DL 

  

zur Fluoreszenz-/Absorptionsbestimmung)   
or  Heidolph Titramax 1090, Heidolph Instruments  

GmbH & CO KG, 

x, electronic Berlin, DL 
im, DL 

o ) 

   Wilmington, USA 
SA 

eutlingen, DL 

, DL 

pH- Meter Mettler- Toledo GmbH, Steinbach, D
Pipetten, Mikroliterpipetten Eppendorf- Netheler GmbH, Hamb
 Versch. Größen und Modelle
 z.B. Eppendorf Research pro   
Plattenreader Polystar Galaxy BMG LabTechnologies GmbH, Offenburg, DL 
(
Plattenschüttler incl. Inkubat
 
Präzisionswaage  BT221 S, Sartorius AG Göttingen, DL 
Rotilabo, Mikrotiterplatten, 96-Well Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DL 

Unsteril, U-Form, ohne Deckel ˚ 

 Spekol 1200 Carl-Zeiss Technologie, Jena, DL
Perkin- Elmer MPF-44,  Spektrophotometer 

Sterilbank I Hera safe H S9,  Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau, DL 
el, Schweiz Sterilbank II SKANAIR, Vertikal Flow, SKANAG, Bas

Ultraschallbad RK52H,  Bandelinsonore
Vakuumsystem BVC 21,  Vacuubrand GmbH & CO KG, Werthe
˚ 

Vortexer: 
(Pumpe und Vacuu Hand Contr ll

˚ Typ KM S2  

 MS2 Minishaker IKA   IKA; Wilmington, U˚ 

Zellzähler: Casy1 
˚ 

Zentrifuge (Eppendorf- Zentrifuge) 
 Cellcounter & Analyser System   Schärfe System, R

˚ 

 
 Typ 5804 R,     Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
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5 Ergebnisse 
 
5.1 Wachstumsverhalten 
 
Zu Beginn der Untersuchungen sollte festgestellt werden, welchen Einfluss eine unterschied
liche Supplementierung des Mediums mit Fötalem Kälberserum (FKS) auf da

-
s Wachstum 

r-
olrot gibt. Des Weite-

e-
ot metris hen V edien zum Ein-

edium 
r Gebrauch 
iedlich mit 

in n mit % FK ass vier zu 
: 

EM 

und die Lebensfähigkeit der HaCaT- Zellkultur hat. Außerdem wurde untersucht, ob es Unte
schiede im Wachstum zwischen Medium mit Phenolrot und ohne Phen
ren erfolgten Versuche mit unterschiedlicher Zellzahl bei der Aussaat. 
 

sverhalten ohne re elmäß5.1.1 Wachstum g igen Wechsel des Mediums 
 

nter Für die Viabilitätsassays war es notwendig, zu untersuchen, wie sich die HaCaT- Zellen u
längeren Versuchsbedingungen ohne Wechsel des Mediums verhalten. Da zum Teil das Ph
nolrot des Mediums bei ph o c ermessungen stört, kamen zwei M
satz: DMEM mit Phenolrot (Gibco-Nr.21969) und DMEM ohne Phenolrot (Gibco-Nr.31053) 
Beiden Medien wurde vor Gebrauch Gentamicin und L-Glutamin zugesetzt. Das im M
mit Phenolrot enthaltene Natriumpyruvat musste dem Medium ohne Phenolrot vo
noch zugesetzt werden. Für diesen Wachstumsversuch wurden die Medien untersch
FKS supplementiert, e 5 S und zum anderen mit 10% FKS zum e , so d
testende Medien resultierten

DMEM DMEM DMEM DM
21969 31053 21969 31053 

Mit Phenolrot ohne Phenolrot mit Phenolrot ohne Phenolrot 
10% FKS 5% FKS10% FKS  5% FKS 

 
Im Weiteren bezeichnet als: 

 
n einer Passage 59 (künftig kurz P59) auf ca. 1x 

10 u 
aCaT  Zelle in mehrere 24-

m den Zellen Zeit zum Anw  ent-
 mal 

rn wurde die Zellzahl erneut bestimmt, indem erst das 
 mit Trypsin die Zellen vom Gefäßboden 

 nach Ablösung der Zellen die 
r gabe von Medium gestoppt. Die nun resultierende Suspension 

ssen lzahl 
n llen ermittelt, um Aussagen zur Lebensfähigkeit treffen zu 

können. Die folgenden Abbildungen 5.1.1 zeigen die ermittelten Wachstumskurven. 
Ab . 5.1.2 a) und b) ist erkennbar, dass die Supple-

m m der Ke-
ratinozytenzellkultur führte. Besonders wirkte sich dies in der exponentiellen Wachstumspha-

ium D 

Zu Versuchsbeginn wurden Zellsuspensione
4 und 1x105 Zellen / ml eingestellt und im Anschluss mittels CASY- Zellzählgerät gena

bestimmt. Die n erfolgte in Medium A bzw Aussaat aller H - . B 
Well- Platten. U achsen zu geben, wurde erst nach 24 h in den
sprechenden Wells auf Medium C und D umgestellt und die Medien A und B das einzige
e euert. Nach unterschiedliche  Zeiten n 
Medium entfernt, mit PBS gespült und anschließend
gelöst wurden. Da Trypsin die Zellen schädigt, wurde sofort
T ypsin- Suspension durch Zu
konnte am CASY- Zellzählgerät verme  werden, dabei wurde sowohl die Gesamtzel
als auch der Anteil der tote  Ze

Aus Abb. 5.1.1 a) und b), wie auch aus b  
entierung mit nur 5% FKS gegenüber 10% FKS zu deutlich verzögertem Wachstu

Medium A Medium B Medium C Med
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a) b) 

c) d) 
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 wird aus den Abbildunge 1.2 c) deutlich, dass die Verwen-
du ohne Phenolrot keinen Einfluss auf den Wachstumsverlauf hat. 

 

 

 
 

 
 

on HaCaT
24h; Zellzahl bei Aussaat

4

lle
n 

je
 m

l

se aus. Außerdem n 5.1.1 c) und 5.
ng von Medium mit oder 

 
 

 
A - Keratinozyten P59

4
bb. 5.1.1: Wachstumskurven v , einmaliger Medienwechsel 

 nach  ca. 1x10  Zellen/ml 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 1,05x10  len/ml fZel ür Medium A und C und 1,16x104 Zellen
und D. Die Konfluenz lag zu Ende des Versuche  ca. 90%. 

/ml für Medium B 
s bei

 othaltigem Medium mit 5% bzw. 10% FKS 
lementierung von Phenolrotfreiem 

n Phenolrothaltigem Mediu  bei gleichem Gehalt an FKS 
ät in den untersu

 für unverbundene 

H estgestellt werden, dass die vier verwendeten Medien 
ifikanten Unterschiede aufweisen. Die merkliche Abnahme der Viabilität mit zu-

ne d) lässt sich hauptsäch-
auchen des Mediums erklären. Schon nach 80 Stunden ohne weiteren Me-

di gen des Phenol-
h. Damit geht zumeist ein Nährstoffmangel, wie auch die 

k isch r Stof echs produ  
Übergang in die stationäre Phase bis hin zur Regressions- oder Absterbephase. Die Prolifera-
tionsphasen der HaCaT- Zellkultur sind anhand schematischer Darstellung und einer P34 in 
Abb. 5.1.3 dargestellt. Sie entsprechen den allgemeinen Phasen etablierter Zelllinien in Kul-
tur. 

a) Supplementierung von Phenolr
 b) Supp Medium mit 5% bzw. 10% FKS 
 c) Vergleich vo m mit Phenolrotfreiem Medium
 d) Darstellung der Viabilit chten Medien unter Einfluss der Wachstumszeit 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten, #p < 0,05; t-Test nach Student
Stichproben. 
 

insichtlich der Lebensfähigkeit kann f
keine sign

hmender Wachstumszeit bei höherer Ausgangszellzahl (Abb. 5.1.2 
lich mit dem Aufbr

umwechsel war ein pH-Wert-Abfall in den sauren Bereich durch Umschla
rots über orange nach gelb ersichtlic
A kumulation tox e fw el kte einher. Für den Zellzyklus bedeutet dies einen
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Abb. 5.1.2: Wachstumskurven von HaCaT- Keratinozyten P59, einmaliger Medienwechsel 
 h 24h; Zellzahl bei Aussaat ca. 1x105 Z
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 1,05x

 

nac ellen/ml 
105 Zellen/ml für Medium A d 1,16x105 und C un ml für M

D. Die Konfluenz lag de des Versuches bei 
a) Supplem
b) Supplem

henolrothalti
Phenolrotfreie

it 5% bzw. 1
5% bzw. 10% F

 Zellen/ edium B 
und  zu En 100%. 
 entierung von P gem Medium m 0% FKS 

entierung von m Medium mit KS 
thaltigem Medium mit Phenolrotfreiem Medium bei gleichem Gehalt an FKS 

 ng der Viabili suchten Medi ss der Wachst
argestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten, #p < 0,05, t-Test nach Student für unverbundene 

 
 c) Vergleich von Phenolro

d) Darstellu tät in den unter en unter Einflu umszeit 
D
Stichproben; *p < 0,05 gegenüber der maximalen Lebensfähigkeit für das jeweilige Medium, einseitige ANOVA 
und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
 
Sollen also bei Versuchen die HaCaT- Zellen längere Zeiten ohne Mediumwechsel inkubiert 
werden, ist es wichtig, mit einer geringen Ausgangszellzahl zu arbeiten, um die Zellkultur 
möglichst lange in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten und damit die Anreicherung 
toxischer Stoffwechselprodukte zu minimieren.  
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er Plateauphase, die bereits einen konfluenten Monolayer gebildet haben.  

 

 
 

 

elldichten bei der Aussaat 
ie Zell  B. Die Konfluenz lag 

l wurde nach 120 h 

ie Durchführung dieses Versuches ähnelte dem Vorangegangenen, so kamen die gleichen 
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Abb. 5.1.3: Wachstumskurven von HaCaT- Keratinozyten P34, bei einmaligem Medium
 wechsel nach 24h und schematische Darstellung der Proliferationsphasen von 
 Zelllinien in Kultur (modifiziert nach A. Wobus in Molekular- und Zellbiolo-
 gische Grundlagen von D. Ganten und K. Ruckpaul) [67] 

um A. Am Messpunkt 73 h lag die Konfluenz bei 
Proliferation: 

Wachstumsbedingungen der Zellkultur  
 2) Exponentielle Wachstumsphase – es finden gleichmäßige Zellteilungen statt 
 3) Verzögerungsphase – die Wachstumsrate nimmt ab, der Zellrasen nähert sich der Konfluenz 
 4) Stationäre- oder Plateauphase – konfluenter Monolayer, durch die Kontakthemmung kommt es zu keiner 
     weiteren Zellvermehrung; Tod und Vermehrung der Zellen stehen im Gleichgewicht 
 5) Regressions- oder Absterbephase – durch Nährstoffmangel und pH- Wert- Abfall (im Beispiel aufgrund 
     fehlenden Mediumwechsels)  
Dargestellt sind für P34 die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten 
 
In Abb. 5.1.4 sind die Wachstumskurven für Medium B mit Aussaat von 104 und 105 Zellen 
je ml gegenübergestellt. Daraus ist ersichtlich, welchen Einfluss die Zellzahl bei der Aussaat 
auf den weiteren Wachstumsverlauf hat. Je nach Problemstellung kann man so steuern, ob mit 

ellen gearbeitet wird, die sich im exponentiellen Wachstum befinden oder eher mit Zellen in 
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Abb. 5.1.4: Wachstumskurven von HaCaT- Keratinozyten P59, einmaliger Medienwechsel 
 nach 24h; Vergleich unterschiedlicher Z
D zahl bei Aussaat betrug 1,16x104 Zellen/ml oder 1,16x105 Zellen/ml in Medium
für die höhere Aussaatdichte zu Versuchsende bei 100%. Bei Aussaat von 1,16x104 Zellen/m
eine Konfluenz von ca. 90% erreicht. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten 
 
5.1.2 Wachstumsverhalten mit Wechsel des Mediums nach je 24 Stunden 
 
D
Medien zum Einsatz. Gearbeitet wurde mit einer P70, deren Zellsuspension auf 5x104 Zellen / 
ml eingestellt wurde. Die Aussaat der HaCaT- Zellen erfolgte wieder in Medium A bzw. B in 
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mehrere 24-Well- Platten. Der Wechsel auf die Medien C und D erfolgte hier schon nach 6 h. 
Beginnend vom Zeitpunkt der Zellaussaat wurden die alten Medien alle 24 Stunden abgesaugt 
und durch frisches Medium ersetzt. In Anlehnung an die bereits durchgeführten Untersuchun-
gen wurde der Versuch nach 120 Stunden abgebrochen. Die ermittelten Wachstumskurven 
und die dazugehörige Viabilität sind im Anhang in den Abb. 5.1.5 a-e dargestellt. 
a) b) 
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d) e) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.1.5: Wachstumskurven von HaCaT- Keratinozyten P70, bei Mediumwechsel alle 24h 

ie Zellzahl bei Aussaat betrug 4,15x104 Zellen/ml für Medium A und C und 7,01x104 Zellen/ml für Medium B 
n 

a) Sup 0% FKS 

leichem Gehalt an FKS 

r unverbun-
zw. die je-

 

 

 

 

D
und D. Die Konfluenz lag zu Ende des Versuches bei 95% in den Medien A und C, sowie bei 100% in de
Medien B und D 
 plementierung von Pheno rothaltigem Medium mit 5% bzw. 1l
 b) Supplementierung von Phenolrotfreiem Medium mit 5% bzw. 10% FKS 
 c) Vergleich von Phenolrothaltigem Medium mit Phenolrotfreiem Medium bei g
 d) Darstellung der Viabilität in Abhängigkeit von den untersuchten Medien 
 e) Darstellung der Viabilität in Abhängigkeit von der Wachstumszeit 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten, #p < 0,05, t-Test nach Student fü
dene Stichproben; *p < 0,05 gegenüber der maximalen Lebensfähigkeit für das jeweilige Medium b
weilige Zeit, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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Auch bei diesem Versuch war das Medium mit 5% FKS dem 10%igen FKS- Zusatz signifi-
k

sel erfolgte nach 

ant unterlegen. Ein statistischer Vergleich der Medien mit und ohne Phenolrot bei gleicher 

ichtlich hatten sich zu diesem Zeitpunkt die 
ellen noch nicht ausreichend an die Wachstumsbedingungen gewöhnt, so dass beim Wechsel 
es Mediums die Zellen zwar noch im Well haften bleiben, aber ihre Adaption an die Umge-
ungsbedingungen derart gestört wurde, das ein großer Teil der HaCaT- Keratinozyten ab-
tarb. Hier wird ebenso der Vorteil eines höheren Serumgehaltes deutlich, denn bereits nach 
8 Stunden wich die Lebensfähigkeit in den Medien A und B (mit jeweils 10% FKS) nicht 
ehr signifikant von der durchschnittlichen Lebensfähigkeit ab, dagegen erreichten die Me-

ien C und D (mit 5% FKS) dies erst nach 70 Stunden. 
ie Abbildung 5.1.6 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen des Wachstums von HaCaT- 

Keratinozyten einer Passage 39, bei denen nur ein Mediumwechsel nach 48 Stunden erfolgte. 
Die durchschnittliche Größe einer HaCaT- Zelle liegt bei ca. 15µM. 
 

48 Stunden. 

-
-

sollte frühestens nach 24 Stunden, 

a)   b) 

) d) 

Supplementierung mit Serum war hier nicht möglich, da sich die Zellzahl bereits bei der Aus-
saat zu stark unterschied. Auffällig ist die geringe Lebensfähigkeit der Zellen nach 24 Stun-
den, die mit längerer Kultivierungsdauer wieder zunahm. Zu erklären ist dies mit dem ersten 
frühen Mediumwechsel nach 6 Stunden. Offens
Z
d
b
s
4
m
d
D

c

 
Abb. 5.1.6: Phasen der Ausbildung einer HaCaT- Monolayerschicht, P39 
 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 1,27x105 Zellen/ml in Medium A. Mediumwech
  4 Stunden nach Aussaat    24 Stunden nach Aa) b) ussaat 
 c) 48 Stunden nach Aussaat   d) 72 Stunden nach Aussaat 
 
Zusammenfassend ist für das Wachstum der HaCaT- Keratinozyten in Zellkultur festzustel
len, dass die Medien mit und ohne Phenolrot gleichwertig sind. Der optimale Zusatz von föta
lem Kälberserum beträgt 10%. Der Wechsel des Mediums 
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pätestens nach 48 bis 72 Stunden erfolgen. Längere Inkubationszeiten ohne Mediumwechsel 

die Zellzahl, son-
dern auf den Gesamtproteingehalt als Maß des Wachstums einer Zellkultur.  
Bei der Proteingehalts- Bestimmung geht es weder darum, die genaue Zusammensetzung der 
Proteine noch deren Lokalisation festzustellen, vielmehr soll der Gesamtproteingehalt des 
Zellmaterials ermittelt werden. Da es sich in den Zellenverbänden um komplex zu enge-
setzte Proteingemische handelt, ist die Standardisierung auf ein analytisch gut charakterisier-
tes Protein erforderlich, dazu diente in der vorliegenden Arbeit Rinderalbumin. Eine Kali-
briergerade davon wurde bei jedem Versuch mitgeführt.  
Wie sich der Zusammenhang zwischen Zellzahl und Proteingehalt darstellt, geben Tab. 5.1.1 
und die dazugehörigen Abb. 5.1.7 a und b) wieder.  

- 

 

b) 

Abb. 5.1.7: Entwicklung von Zellzahl und Proteingehalt während des Wachstums von 
HaCaT- Keratinozyten; Kultivierungszeit 4 Tage (96h) 

s wurde mit Zellen der Passage 39 gearbeitet. Die Kultivierung erfolgte in Medium A, einmaliger Medienwech-
sel nach 48h. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten  

 a) Abhängigkeit des Zellwachstums von der Aussaatdichte 
  b) Darstellung des zu a) gehörenden Proteingehaltes  

 

s
sind generell möglich, jedoch nur bei geringer Zellzahl bzw. niedriger Konfluenz sinnvoll.  
 
5.1.3 Zellzahl und Proteingehalt 
 
In den meisten Veröffentlichungen bezieht man sich heute nicht mehr auf 

samm

 
Tab. 5.1.1: Entwicklung von Zellzahl und Proteingehalt während des Wachstums von HaCaT
 Keratinozyten P39; Medienwechsel nach 48h; Kultivierungszeit 4 Tage (96h) 
 

Zellzahl bei Aussaat Zellzahl bei Versuchsende Proteingehalt je Well K
[Zellen/ml] [Zellen/ml] [µg/ml] 

onfluenz 
[%] 

 
a) 

 

 

 

III 7,79x104 4,52x105 124,792 100 
II 3,13x104 1,14x105 91,801 70 
I 1,96x104 2,63x104 77,585 40 
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Der Versuch wurde in 24-Well- Platten mit einer Fläche von 200 mm2 durchgeführt und dau-
rte 4 Tage. Bei Versuchsende waren die Zellen mit der höchsten Aussaatdichte schon einige 
eit konfluent (Well IV), während sich in den Wells III die Konfluenz gerade einstellte. Es ist 

erkennbar, dass bei Ausbildung eines konfluenten Zellrasens in einem 24er Well die HaCaT- 
Keratinozyten eine Zelldichte von ca. 5 x 105 Zellen / ml aufweisen, was einem Proteingehalt 

ngere Zeit konfluenten Zellen (IV) aufgrund der Kontakthemmung gegenüber den unkonflu-
nten Zellen nur noch wenig zunahm. Im Gegensatz dazu stieg ihr Proteingehalt noch deutlich 
eiter an. 

e
Z

von ca. 125µg / ml entsprach. Aus Abb. 5.1.7 geht auch hervor, dass die Zellzahl der schon 
lä
e
w
 



Ergebnisse: - Viabilitätsassays: Neutralrot- Test - 54

5.2 Viabilitätsassays der verwendeten Substa  
 
Für die Ermittlung der Zytotoxizität war es nicht nur wichtig, die verwendeten Substrate, In-
duktoren und Inhibitoren zu untersuchen, sondern vielmehr auch die entstehenden Produkte, 
da nicht selten erst durch den Metabolismus einer Substanz aktive Metabolite entstehen, die 
die Schädigung der Zelle bedingen. 
Die Ergebnisse der Toxizitätstests im Zusammenhang mit den Bestrahlungsversuchen werden 
in den jeweiligen Kapiteln erläutert (ab Kapitel 5.3.1.4). 
 

.1 Neutralrot- Test 

5.2.1.1 Substrate

nzen

5.2
 

 

Die Durchführung einiger Tests orientierte sich stark an den Modellreaktionen, so dass die 
einzelnen Versuchsbedingungen z.T. von denen im Kap. 4.2.1 abwichen, deshalb erfolgt im 
Text bei Abwandlung des Assays eine kurze Schilderung der jeweiligen Methodik. 
7- Ethoxyresorufin (ER): Es wurde mit HaCaT- Zellen der Passage 46 in 24- Well- Gewebe-
kulturplatten gearbeitet. Bei sich einstellender Konfluenz erfolgte die Zugabe von ER 1 bis 
10µM. Daran schloss sich die Inkubation über 10h bzw. 136h an. Nach dieser Zeit wurde das 

 NR inkubiert, wie 
 Kapitel 4.2.1 beschrieben. 

bb. 5.2.1: Zytotoxizität von 7-Ethoxyresorufin an konfluenten HaCaT- Keratinozyten P46 
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gebildete Resorufin vermessen, die Lösungen entfernt und die Zellen mit
im

 

 

 

 0
20
40
60
80

Le
be

ns
fä

hi
gk

ei
t [

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

100 **

nzentration ER [µM]

   10 h
 136 h%

]

 
Ko

A
 mittels NR- Test 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 1,23x105 Zellen/ml in farblosem Medium. Der Wert 0µM ER
Kontrollwert dar. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 10 Experimenten, *p<0,05 ge
handelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. 
 
Als Kontrolle dienten Zellen, die bei Versuchsbeginn ausgesät wurden und die den ganzen In-
kubationszeitraum in Medium wuchsen. Für den Versuch über 136h wurde entgegen der sonst 
üblichen Durchführung das Medium nach 72h nicht erneuert. Die Ergebnisse sind in Abb. 
5.2.1 dargestellt. Wie daraus ersichtlich ist, hat ER auf konfluente HaCaT- Zellen erst in Kon-
zentrationen ab 7,5µM membrantoxische Einflüsse, jedo
gere Inkubationszeiten von bis zu 6 Tagen (136h) gegenüber der 10-stündigen Inkubation 

icht. n
7- Ethoxycoumarin (EC): Die Toxizität dieses Substrates wurde über 48h nach den Angaben 

durchgeführt. Es konnten für 50% konfluente HaCaT- Zellen keine membrantu
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rasen abgelöste, tote Zellen hervor. Im dazugehörigen Versuch b) waren keine negativen Ef-
fekte ersichtlich. Für den Versuch aus Abb. 5.2.3 a) wurden 12 Stunden nach Zugabe des 
Testosterons Fotos aufgenommen, diese sind in Abb. 5.2.4 dargestellt. 
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eine signifikante Schädigung der Zellen nach 500µM EC- Behandlung deutlich (siehe Abb. 
5.2.2). Dies erscheint zunächst ungewöhnlich, da unkonfluente Zellen eine stärkere Teilungs-
a ität au nd so toxischen 
k ung ist liche Standardab  in Abb. 5.2.2 a) µM EC. Mi sko-
p h ware n Fällen keine V gen der Zellen nac nkubation m

bb

Die Ko stellt den 
edi  gegenüber 

de

est
ind in 

ü r den mit Medium behan-
bei 250µM durch viele vom Zell-

 

Abb. 5.2.3: Zytotoxizität von Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittelt über 48h 
 durch NR- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%.Dargestellt sind die Mittelwer-
te ± SD von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und 
Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
 

n Effekte durch EC ermittelt werden. Dagegen wu de bei 100% konfluentem Zellrasen 

ktiv fweisen u Einflüssen gegenüber empfindlicher reagieren. Eine Er-
lär  die erheb weichung  für 500 kro
isc n in beide eränderun h 48h I it EC zu 

beobachten.  

. 5.2.2: Zytotoxizität von 7-Ethoxycoumarin an HaCaT- Keratinozyten P38-41(a);  
P40-44(b), ermittelt über 48h durch NR- Test 

nfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Der Wert 0µM EC 
um- Kontrollwert dar. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 36 Experimenten, *p < 0,05

r unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

osteron (Testo): Es wurde mit HaCaT- Zellen der Passage 44 mit 50- bzw. 100% konflu-
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T
entem Zellrasen nach den Angaben unter Kap. 4.2.1 für 48 h inkubiert. Die Ergebnisse s
Abb. 5.2.3 dargestellt. Die signifikante Toxizität in Diagramm 5.2.3 a) ab 100µM Testosteron 
wird im Lichtmikroskop durch verlangsamtes Wachstum gegen be
delten Zellen erkennbar. Besonders deutlich tritt sie optisch 
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0µM (= Kontrolle, Medium)   50µM     100µM 

150µM 200µM    250µM 

Abb. 5.2.4: Lichtmikroskopische Aufnahmen zu Abb.5.2.3 a), aufgenommen 12h nach 
Zugabe von Testosteron, der angegebene Maßstab bei 100µM gilt für alle Fotos 

 
Die Bilder unterstreichen das zuvor gesagte. Erkennbar ist besonders die Wachstumsverzöge-

ng gegenüber den mit Medium behandelten Zellen. Das Foto mit 200µM Testosteron zeigt ru
außerdem deutliches Abrunden der Zellen. Auf dem letzten Bild sehen die mit 250µM Testo-
steron behandelten Zellen nicht schlechter aus, als die mit 150µM behandelten, jedoch hat ein 
roßer Teil dieser Zellen bereits die Haftung zum Gefäßboden verloren, was durch schwenken 
er MTP erkennbar wurde, zudem war ihr Zellplasma erheblich geschrumpft. Die geschilder-
n Effekte blieben auch nach 48h bestehen, allerdings war zu dem Zeitpunkt aufgrund der 

allmählich eintretenden Konfluenz die bildliche Aussagekraft nicht so stark, wie nach 12h.  

g
d
te

 
5.2.1.2 Reaktionsprodukte 

Resorufin: Als erstes wurde das Deethylierungsprodukt des 7-ER in einem breiten Konzentra-
ionsbereich auf seine Membrantoxizität an HaCaT- Zellen untersucht t. Die Durchführung ist 

im Kap. 4.2.1 erläutert. Abb. 5.2.5 zeigt die Ergebnisse nach 48-stündiger Inkubation. Bei der 
Bildung von bis zu 1000nM Resorufin ist nicht mit Zellschädigungen zu rechnen. 
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Abb. 5.2.5: Zytotoxizität von Resorufin an HaCaT- Keratinozyten P38-41(a); P40-44(b), 
ermittelt über 48h durch NR- Test 

Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SD von n = 24 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und 
Bonferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 0nM Reso stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
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fekte auf das Wachstum der Zellkultur vermuten. Diese Tendenz zeigte sich auch bei konflu-
enten Zellen, jedoch statistisch weniger auffällig. Die Abbildung 5.2.6 macht deutlich, dass 
HC bis 100µM weder auf halb- noch auf konfluente Zellen membranschädigende Auswirkun-

en besitzt. 
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Abb. 5.2.6: Zytotoxizität von 7-Hydroxycoumarin an HaCaT- Keratinozyten P38-41(a); 

P40-44(b), ermittelt über 48h durch NR- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SD von n = 28 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und 
Bonferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM 7-HC stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

6-β-OH-Testosteron: Die Inkubation erfolgte mit HaCaT- Zellen der P
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7- Hydroxycoumarin (HC): Für das Produkt der ECOD wurde, in gleicher Weise wie zuvor, 
ein großer Konzentrationsbereich auf mögliche Schädigung der HaCaT’s untersucht. Es konn-
te in Vorversuchen ermittelt werden, dass bei Einsatz von 250µM EC nicht mehr als 100µM 
Produkt zu erwarten war. Die in Abb. 5.2.6 a) im Bereich zwischen 0,5µM und 50µM HC er-
kennbare, signifikante Erhöhung der Lebensfähigkeit über 100% lässt sogar stimulierende Ef-

 
assage 44 bei 50- bzw. 

100% konfluentem Zellrasen nach den Angaben unter Kap. 4.2.1 über 48 Stunden. Die Ergeb-
nisse sind in Abb. 5.2.7 dargestellt. Es ergab sich ein ähnliches Bild, wie für Testosteron. Auf 
noch nicht konfluente Zellen, die sich stärker im Wachstum befanden und eine erhöte Tei-
lungsaktivität aufwiesen, wirkte das Reaktionsprodukt 6-β-OH-Testosteron deutlich toxischer, 
als auf einen konfluenten HaCaT- Monolayer. In der Konzentration von 100µM war die Sub-

g
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stanz so toxisch, dass keine Auswertung erfolgen konnte (50%ige Konfluenz bei Versuchsbe-
ginn). Allerdings sei an dieser Stelle angemerkt, das aufgrund der Ausgangskonz. der Stamm-
lösung die Testkonzentration 6-β-OH-T (100µM) einen DMSO-gehalt von 1% aufwies, was 
einen Teil der starken Toxizität erklärt. 

 

ersuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
erte ± SD von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und 

Bonferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM 6-β-OH-Testo stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
Wie das Foto in Abb. 5.2.8 zeigt, hattn sich die Zellen abgerundet und komplett vom Gefäß-
boden abgelöst, so dass beim Entfernen der Medien vor NR- Zugabe selbst bei größter Vor-
sicht alle Zellen mit entfernt wurden. Es muss für Konzentrationen ab 100µM 6-β-OH-Testo 
mit einer ausgeprägten Membrantoxizität gegenüber HaCaT- Zellen gerechnet werden. Falls 
von den abgerundeten, abgelösten Zellen einige noch am Leben waren, ist dies für die Kultur 
unrelevant, da in einer Monolayer- Kultur nur fest am Boden haftende Zellen zur Prolifera-
tion, zum Wachstum und damit zum Überleben befähigt sind [61]. 
 

 

 

 

 

 
 
Abb. 5.2.8: Lichtmikroskopische Aufnahmen von HaCaT- Keratinozyten 12h nach Zugabe 
 von 6-β-OH-Testosteron (100µM) zu einem 50%ig konfluentem Monolayer 
 
2-α-OH-Testosteron: Die Untersuchung der Zytotoxizität dieses Metaboliten des Testosterons 
erfolgte analog zu 6-β-OH-Testosteron. Bei der Ermittlung der Lebensfähigkeit der HaCaT- 
Zellen wurde in diesem Fall lediglich mit 50% konfluenten Zellen gearbeitet. Nach 48stündi-
ger Inkubation mit 2-α-OH-Testo ergab sich im Lichtmikroskop ein ähnliches Bild, wie nach 
der Behandlung mit 6-β-OH-Testo. In Abb. 5.2.9 wird gegenüber 6-β-OH-Testo ein etwas ge-

 Potential für 2 izität von 2-

onzentration lag der DMSO- Gehalt, wie zuvor für 6-β-OH-Testo, bei 1%. 

Abb. 5.2.7: Zytotoxizität von 6-β-OH-Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittelt 
 über 48h durch NR- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu V
w

ringer toxisches -α-OH-Testo (5µM bzw. 10µM) deutlich. Die Tox
α-OH-Testo (100µM) ließ sich ermitteln, sie führte nach 48h zu einer LF von 10%. Für diese 
K
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t 
 NR- Test 

Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 8 

untersucht. 
ignifikante Werte gegenüber der Medium- Kontrolle ergaben sich nach 48h ab einer Kon-

zentration von 100µM. Wie schon zuvor fiel auch hier die toxische Wirkung auf konfluente 
Zellen weniger ausgeprägt aus. 

 

bb. 5.2.10: Zytotoxizität von 4-Androsten-3,17-Dion an HaCaT- Keratinozyten P44,  
 ermittelt über 48h durch NR- Test 

ie Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
nd 

Bonferroni's m  stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

 

 

 

 

 
 

bb. 5.2.9: Zytotoxizität von 2-α-OH-Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittel
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Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler 
Vergleichstest. Der Wert 0µM 2-α-OH-Testo stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
4-Androsten-3,17-dion(Andro): Als drittes bei der Testosteron- Metabolisierung entstehendes 
Produkt wurde 4-Androsten-3,17-dion erwartet und auf seine Membrantoxizität 
S

 

A

D
werte ± SD von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA u

ultipler Vergleichstest. Der Wert 0µM Ando
 
5.2.1.3 Induktoren 

3-Methylcholanthren (3-MC): Da für 3-MC aufgrund der Induktion eine scheinbare Lebensfä-

toxizität vom induktiven Effekt des 3-MC überlagert wurde, am stärksten ausge-
prägt war dieser nach 50-stündiger Inkubation. Aber auch nach 92h überstieg die LF der indu-

higkeit von über 100% erwartet wurde, erfolgten die Toxizitäts- Untersuchungen nicht wie 
bisher nur mit zweitägiger Inkubation, es wurden vielmehr auch die Einflüsse nach 26h, 92h 
und nach 118h getestet, um ein breiteres Bild zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abb. 5.2.11 
dargestellt. Für diesen Versuch wurden die Zellen in 24- Well- MTP ausgesät, bei 60%iger 
Konfluenz 200µl der 3-MC- Lösungen bzw. farbloses Medium zugesetzt und anschließend 
26, 50, 92 oder 118 Stunden ohne Mediumwechsel inkubiert. Nach dem Entfernen der Testlö-
sungen und Spülen mit PBS wurde mit 500µl NR wie unter Kap. 4.2.1 beschrieben fortgefah-
ren. Für jede Zeit kamen zwei MTP zur Auswertung. In Abb. 5.2.11 ist deutlich zu erkennen, 
dass die Zyto



Ergebnisse: - Viabilitätsassays: Neutralrot- Test - 60

zierten Zellen signifikant die der unbehandelten Kontrolle und lag damit weit über 100%. 
Wirklich toxische Effekte waren erst nach 118 Stunden Inkubation mit 2µM 3-MC ersicht-
lich, die gleichzeitig durch Schrumpfung und Abrundung der Zellen lichtmikroskopisch er-
kennbar wurden. Es ist nicht auszuschließen, dass diese Toxizität aufgrund des starken 
Wachstums der Zellen aus dem Verbrauch an Medium und der Anreicherung toxischer Stoff-
wechselprodukte resultierte. Untersuchungen mit Versuchsbeginn bei 20%iger oder 100%iger 
Konfluenz konnten die Überlagerung der Viabilitätsbestimmung von der Induktion durch 3-
MC nicht beseitigen (Daten nicht dargestellt). Damit lässt sich schlussfolgern, dass, falls 3-
MC auf HaCaT- Keratinozyten in den getesteten Konzentrationen toxisch wirkt, dies durch 
den Zuwachs an Zellen kompensiert wird. In den Versuchen zur Biotransformation an 

aCaT- Zellen überschritten die Induktionszeiten 72h nur in Ausnahmefällen, somit konnte 

0µM 3-MC stellt d
 
Phenobarbital (PB) ß den Bedingungen im Kap. 4.2.1 
auf seine Membrantoxizität an HaCaT- Zellen untersucht. 

bb. 5.2.12: Zytotoxizität von Phenobarbital an HaCaT- Keratinozyten P38-41(a); 

ie Konfluenz beginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-

n Abb. 5.2.12 ist eine signifikante Toxizität ab 3mM PB zu beobachten. Es unterschieden 

H
3-MC bis 2µM ohne Bedenken verwendet werden. 

*

 

 

 

Abb. 5.2.11: Zytotoxizität von 3-Methylcholanthren an HaCaT- Keratinozyten P48, ermittelt 
 durch NR- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 60%. Es erfolgte kein Mediumwechsel innerhalb der 
Inkubationszeit mit 3-MC. Dargestellt sind die Mittelwerte SD von n = 12 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber 
der jeweiligen unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 
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sich die LF-Werte für 50%- und 100%- konfluente Zellen kaum. Ein solches Verhalten wurde 
bisher noch nicht festgestellt, es gab entweder keine schädigenden Einflüsse, oder sie wurden 
durch vollständige Konfluenz bei Versuchsbeginn erniedrigt. Im Gegensatz zur Testung von 
3-MC konnte für PB kein, die Toxizität mindernder, induktiver Effekt beobachtet werden. Die 
Ergebnisse des NR-Tests erlauben für PB den Einsatz von bis zu 2mM über 48h, ohne die 
Membranen der HaCaT- Zellen zu schädigen. 
Dexamethason (Dexa): Für die Testosteron- Metabolisierung kamen neben den schon unter-
uchten Indu picin zum Einsatz.  

Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-

z des Zellrasens, 
ichen alle untersuchten Konzentrationen noch weniger von 100% Lebensfähigkeit ab (siehe 
bb. 5.2.13 b). 

Rifampicin (Rif): Ganz anders als bei Dexa fielen die Ergebnisse des NR- Tests für Rifampi-
cin aus. 

bb. 5.2.14: Zytotoxizität von Rifampicin an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittelt über  48h 

s ktoren 3-MC und PB auch Dexamethason und Rifam
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bb. 5.2.13: Zytotoxizität von Dexamethason an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittelt 

Konzentration Dexa [µM] Konzentration Dexa [µM]
0 0,5 1 5 10 25 50

A
 über 48h durch NR- Test 

werte ± SD von n = 8 Experimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA ergab für alle p > 
0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle. Der Wert 0µM Dexa stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
In der Untersuchung der Toxizität zeigte Dexamethason ähnliche Effekte, wie 3-MC, aller-
dings schwächer ausgeprägt. So ließ sich mittels ANOVA gegenüber der Kontrolle keine sig-
nifikante Erhöhung der Lebensfähigkeit durch Induktion feststellen, wenngleich sie tendenzi-
ell erkennbar war. Die toxischen Einflüsse waren gering (Versuchsbeginn bei 50%iger Kon-
fluenz - Abb. 5.2.13 a). Begann der Viabilitäts- Test bei 100%iger Konfluen
w
A
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Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SD von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und 
Bonferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM Rif stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
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B, kein, die Toxizität überlagernder, induktiver Effekt beob-
achtet. So fanden sich für 50µM, 100µM und 250µM Rifampicin starke und zumindest in den 
beiden letzten Fällen mikroskopisch sichtbare Schädigungen der HaCaT- Zellen ähnlich Abb. 
5.2.8. Insgesamt ergab sich für Rifampicin ein vergleichbares NR- Toxizitätsprofil, wie zuvor 
für PB. Allerdings konnte hier ein konfluenter Zellrasen zu Versuchsbeginn die Schädigung 
der Zellen etwas mindern. Die Ergebnisse des Tests sind in Abb. 5.2.14 dargestellt. 
Clofibrat: Dieser, zur Charakterisierung des CYP 4A anhand der 4-(N,N-Dimethylamino)azo-
benzen- Reduktion eingesetzte Induktor, wurde nicht auf seine Membrantoxizität per NR- 
Test untersucht. Für dessen akute Toxizität im MTT- Assay lagen bereits Daten vor [51]. 

5.2.1.4 Inhibitoren

Es wurde, wie schon zuvor für P

 
 

apitel 
.2.1 geteste  in Abb.5.2.15 graphisch dargestellt. Es erga-

gann. 

 

 den Einsatz von TAO den Schluss nahe, 
ein breites Konzentrationsspektrum in den Biotransformationsuntersuchungen zu testen, da 

α- Naphthoflavon (a-NP): Als erster Inhibitor wurde α-NP gemäß den Angaben im K
4 t. Die dabei ermittelten Werte sind
ben sich in den Untersuchungen keine Anhaltspunkte für Membranschädigungen der HaCaT- 
Zellen, ganz gleich, ob der Versuch mit 50% oder 100% konfluentem Zellrasen be

 

 
Abb. 5.2.15: Zytotoxizität von α- Naphthoflavon an HaCaT- Keratinozyten P38-41(a); 
 P40-44(b), ermittelt über 48h durch NR- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SD von n = 38 Experimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA ergab für alle p > 
0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle. Der Wert 0µM α-NP stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

Proadifen: Der Inhibitor Proadifen wurde nur anhand des MTT- Testes auf toxische Einflüsse 
gegenüber HaCaT- Zellen untersucht (siehe Kap. 5.2.2.4). 
Triacetyloleandomycin (TAO): Dieser zur Charakterisierung des CYP 3A4 verwendete Inhibi-
tor lieferte im NR- Test unerwartete Ergebnisse. Bis zu einer Konzentration von 25µM TAO 
lag die Lebensfähigkeit nach 48-stündiger Inkubation bei knapp 100%, was nichts Außerge-
wöhnliches darstellt. Von 100µM bis 500µM TAO nahm die LF der HaCaT- Zellen zu (Abb. 
5.2.16 a). Dieses Verhalten zeigte sich analog bei den Induktoren 3-MC und in geringerem 
Ausmaß bei Dexamethason. Für TAO sind anhand dieser Daten nicht nur hemmende, sondern 
auch induktive Effekte auf HaCaT- Zellen denkbar. Da die gefundenen Ergebnisse überrasch-
ten, wurde der Versuch zu einem späteren Zeitpunkt mit der gleichen Passage neu kultivierter 
HaCaT- Zellen wiederholt und führte zu einem vergleichbaren Ergebnis. Auf 100%ig konflu-
enten Zellen zeigte sich diese Tendenz im Verhalten von TAO nicht (Abb. 5.2.16 b). 
Die im NR- Assay ermittelten Ergebnisse legen für
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dessen Verwendung eventuell nicht nur zu hemmenden Effekten führt, sondern auch eine 
Induktion möglich scheint. 
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Abb. 5.2.16: Zytotoxizität von Triacetyloleandomycin (TAO) an HaCaT- Keratinozyten 
P44, ermittelt über 48h durch NR- Test 

ie Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a)50% und b)100%. Dargestellt sind die Mittelwerte 
 SD von n = 16 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bon-

ferroni's multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM TAO stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

etyrapon: Metyrapon wurde als Induktor des CYP4A bei der 4-(N,N-Dimethylamino)azo-

en. Ein zusätzlicher Membrantoxizitätstest 

5.2.2 MTT- Test 
 
5.2.2.1 Substrate

 
D
±

 
M
benzen- Reduktion eingesetzt. Zur Ermittlung der Toxizität dieser Substanz gegenüber 
HaCaT- Zellen wurde auf die Ergebnisse des MTT- Assay von Dietrich, A. [51] zurückgegrif-
en, die einen Einsatz bis 5µM Metyrapon erlaubf

per Neutralrot- Bestimmung wurde nicht durchgeführt. 
 

 

Die Methodik einiger Tests orientierte sich stark an den Modellreaktionen, so dass mitunter 
die Versuchsbedingungen von denen im Kapitel 4.2.2 abwichen, es erfolgt ggf. im Text bei 
Abwandlung des Assays eine kurze Schilderung der Durchführung. 
7- Ethoxyresorufin (ER): In Abb. 5.2.17 sind die Ergebnisse des MTT- Tests für ER darge-
stellt. Die Durchführung entsprach den Angaben in Kap. 4.2.2. Der Versuch wurde bei 10%-
iger Konfluenz des Zellrasens begonnen, da sich der Test über 90h erstreckte und die Kultur 
ich für den gesamten Zeitraum in der exponentiellen Wachstumsphase befinden sollte. Das 
TT- Reagens fand unverdünnt Verwendung. Die Abbildung 5.2.17 a) lässt einen Vergleich 

 zu jeder 

 dass der NR- 

s
M
mit dem NR- Test zu. Es fällt im MTT -Assay auf, dass alle ER- Konzentrationen
Zeit signifikant unter dem Medium- Kontrollwert lagen. Im NR- Test wirkte ER (10µM) über 
136h mit ca. 10% Toxizität vergleichsweise gering schädigend. Dagegen erwies sich diese 

onzentration im MTT- Test über 90h als siebenfach toxischer. Bedenkt man,K
Assay mit 100%iger im Gegensatz zu 10%iger Konfluenz des MTT- Testes begonnen wurde, 
verwundern diese Ergebnisse wenig. Um besser vergleichen zu können, erfolgte ein weiterer 
MTT- Test mit Versuchsbeginn bei 100%iger Konfluenz (Abb.5.2.18). Die Abb. 5.2.17 b) 
verdeutlicht die konzentrationsabhängige Toxizität des ER, die sich zusätzlich mit der Dauer 
der Inkubationszeiten verstärkte. Ethoxyresorufin sollte immer in geringer Konzentration ein-
gesetzt werden, wenn die HaCaT- Zellen noch keine Konfluenz erreicht haben. 
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Abb. 5.2.18: Zytotoxizität von 7-Ethoxyresorufin an konfluenten HaCaT- Keratinozyten P47 
 mittels MTT- Test 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 8x104 Zellen/ml in farblosem Medium, Versuchsbeginn bei eintretender Konflu-
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Die Zellzahl bei Aussaat betrug 2,5x104 Zellen/ml in farblosem Medium. Die Abbildungen a) und b) geben die 

ginn ca. 10%, nach 22h 20%, nach 44h 40% und nach 90h 80%.  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kon-

Kontrollwert dar. 
 

 
 
 
 

 
 

MTT- Test 

gleichen Werte unter verschiedenen Aspekten wieder. Die Konfluenz des Zellrasens entsprach zu Versuchsbe-

trolle, einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM ER stellt den Medium- 

enz. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten 
Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM ER stellt den Medium- 
Kontrollwert dar. 
 
Wie die Abb. 5.2.18 zeigt, ist die Toxizität von ER im MTT- Test an konfluenten HaCaT- 

ellen deutlich geringer ausgeprägt. Für 10µM ER ergab sich nach 44h mit 39% Lebensfähig-
hernd 60%ige T Konfluenz), dagegen wirkte die gleiche Konzen-

ation nach te Zellen noch nicht mal 10% toxisch, mit einer LF von 91%. Es 

ereits vorangegangene Untersuchungen von Dietrich, A. [51] belegten den Einfluss der Kon-
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Abb. 5.2.17: Zytotoxizität von 7-Ethoxyresorufin an HaCaT- Keratinozyten P37 mittels 
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Z
keit eine annä oxizität (40%
tr 48h auf konfluen
wird aber auch deutlich, dass die zytotoxischen Wirkungen im MTT- Assay mehr zum tragen 
kamen, als dies mit NR der Fall war (vgl. auch Abb. 5.2.1)  
B
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fluenz des Zellrasens auf die MTT- Toxizität (siehe Tab. 5.2.1).  
 
Tab. 5.2.1: Zytotoxizität von 7-Ethoxyresorufin an HaCaT- Keratinozyten ermittelt per 
 MTT- Test, hervorgehoben die Werte für die Lebensfähigkeit [%] 
 
Eigene Werte für 7-ER: Werte für 7-ER aus [51]: 
Konz. 
ER 

Kon- 
fluenz 

Inku- 
bations-

Kon- Inku- 
fluenz batio

Konz. 
ER 

 

1 2 4 5 7,5 10

44 40
89 89 83 90 92 48 100
67 55 43

[µM]:
Lebens- 
fähig- 
keit[%]:

71 48 39

[%]zeit [h] 1,5 2 2,5 5 10

48 40
92 89 88 110 115 48 70

[%]zeit [h][µM]:
Lebens- 
fähig- 
keit[%]:

64 46 45 34 46

ns-

Aus allen gefundenen Werten lässt sich schlussfolgern, dass ER, wie bereits erwähnt, nicht zu 
hoch konzentriert eingesetzt werden sollte. Maximal 5µM sind akzeptabel, wenn mit Zellen 
g

ation 
zum Einsatz [36]. 
7- Ethoxycoumarin (EC): Dieses Substrat wurde nicht nur allein, sondern, wie in den Modell-
reaktionen angewandt, in gleichzeitiger Kombination mit den Inhibitoren α-NP und Proadi-
fen, sowie auch mit vorangehender Induktion durch 3-MC getestet (Abb. 5.2.19). Des Weite-
ren erfolgte die Zytotoxizitätsuntersuchung der kompletten Modellreaktion (Abb. 5.2.20).  

aT- Keratinozyten P58 mittels 

earbeitet wird, deren Konfluenz erreicht ist. Wenn dies nicht der Fall ist, sollte ER nur als 
2µMe Lösung Verwendung finden. Dies korreliert mit der Literatur, in der bei Untersuchun-
gen an HaCaT ebenfalls ER (2µM) eingesetzt wurde [47;48;110]. An nativen Keratinozyten 
wurde mit ER (1,5µM) gearbeitet [165] und an Hepatozyten kam ER in 5µMer Konzentr
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Abb. 5.2.19: Zytotoxizität von 7-Ethoxycoumarin an HaC

α-NP 2,5µM+250µM EC
α-NP 2,5µM+500µM EC

Pro 125µM+250µM EC
Pro 125µM+500µM EC

 MTT- Test 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 7,1x104 Zellen/ml in farblosem Medium. 
Abb. a): Versuchsbeginn bei 50%iger Konfluenz; Zugabe von EC bzw. α-NP + EC, Inkubation 48h 
Abb. b):Versuchsbeginn bei 50%iger Konfluenz; Zugabe von 3-MC, Inkubation über 24h, entfernen des Induk-
 tors, dann Zusatz von EC zu diesen Wells, bzw. Zugabe von Proadifen + EC in alle anderen Wells 
 gleichzeitig mit a); Inkubation 48h. 
Daraus ergaben sich Testzeiten für 3-MC = 24h; α-NP, Proadifen und EC = 48h. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± SD von n = 6 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber dem Medium- Kontrollwert, einseitige ANOVA und Bon-
ferroni’s multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
In Abb. 5.2.19 a) ist die konzentrationsabhängige Toxizität des ECs erkennbar, die sich bis 
500µM über 48h gegenüber der unbehandelten Kontrolle als nicht signifikant erwies. Der 
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gleichzeitige Einsatz von α-NP und EC verminderte die Lebensfähigkeit der HaCaT- Zellen 

Verhalten in 125µM-er Konzentration. Eine verbleibende LF von ca. 11% deutete auf starke 
Zellschädigungen hin, die sich auch unter dem Mikroskop beobachten ließen (nicht darge-
stellt- vergleichbar mit Abb. 5.2.8). Bei der Untersuchung von 3-MC in Kombination mit EC 
überlagerten sich Zellzuwachs durch Induktion und toxische Effekte. Dadurch wurde z.B. die 
LF von EC (500µM) von 85% (Abb. 5.2.19 a) mit dem Einsatz von 3-MC (2µM) auf 96% er-
höht (Abb. 5.2.19 b). Abgeleitet aus den bislang ermittelten Daten zur Toxizität wurde das 
Design für den Versuch in Abb. 5.2.20 festgelegt, so wie es später bei der kompletten Modell-
reaktion eingesetzt werden sollte. Dabei kam α-NP in der größten Konzentration von 2,5µM 
zum Einsatz, Proadifen hingegen nur mit 50µM. Als weiterer Induktor wurde PB getestet. 
Aus einer derartigen Versuchsanordnung ergaben sich keine Hinweise auf signifikante, zellto-
xische Wirkungen an den HaCaT- Zellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.2.20: Zytotoxizität der kompletten Modellreaktion von 7-Ethoxycoumarin an HaCaT- 
 Keratinozyten P58 mittels MTT- Test (incl. Induktion und Inhibition) 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 7,1x104 Zellen/ml in farblosem Medium. Versuchsbeginn bei 50%iger Konflu-
enz mit der Zugabe von 3-MC bzw. PB; Inkubation über 24h; Entfernen der Induktoren; Zusatz von α-NP + EC 
bzw. Proadifen + EC und Inkubation über 48h. Daraus ergeben sich Testzeiten für 3-MC und PB = 24h, α-NP, 
Proadifen und EC = 48h. Der Kontrollwert wurde über den gesamten Zeitraum nur mit Medium inkubiert.  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrol-
le, einseitige ANOVA und Bonferroni’s multipler Vergleichstest. Der Wert 0µM stellt den Medium- Kontroll-
wert dar 
 
Testosteron: Die Untersuchung des CYP 3A4- Substrates erfolgte laut Kapitel 4.2.2. Aller-
dings führte die Verdünnung des MTT- Reagenzes 1:4 zu Extinktionswerten über 2. Deshalb 
wurde das Reagens 1:14 verdünnt, was einer Endkonzentration von 35,7µg/ml entsprach. Im 
Vergleich zum NR- Test fiel die mitochondriale Toxizität des MTT- Assays bei 50%iger 
Konfluenz deutlich geringer aus (vgl. Abb. 5.2.3 a mit 5.2.21). Obwohl für 200µM aufgrund 
der großen Standardabweichung keine signifikante Toxizität gegenüber dem Kontrollwert 
nach 53h feststellbar war, zeigten sich im Mikroskop morphologische Veränderungen, wie 
Schrumpfung und Abrundung. Diese konnte in stärkerem Umfang für Testosteron (250µM) 
beobachtet werden, hier traten die Veränderungen schon nach 24h auf (Fotos in Abb. 5.2.22).  

mit steigenden Konzentrationen beider Substanzen. Der Inhibitor Proadifen (Konz. 50µM) 
zeigte in Kombination mit EC eine ähnliche Toxizität, wie EC allein. Ganz anders war sein 
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Abb. 5.2.21: Zytotoxizität von Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P41, ermittelt über 53h 
 durch MTT- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 

xperimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler 
ergleichstest. Der Wert 0µM Testo stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

250µM Testosteron 
bb. 5.2.22: Lichtmikroskopische Aufnahmen zu Abb. 5.2.21, aufgenommen 24h nach  

e von Testosteron 

ung der MTT- Toxizität des Testosterons mit konfluentem Zellrasen wurde 

onfluenten Zellen zu ar-

E
V
 

   200µM Testosteron    
A
 Zugab
 
Auf die Untersuch
verzichtet, da vorangegangene Versuche eine Minderung des zytotoxischen Effekts ähnlich 
dem NR- Test zeigten. Testosteron sollte für die Modellreaktionen in Konzentrationen bis 
100µM eingesetzt werden, sind höhere Konz. erforderlich, ist mit k
beiten oder die Inkubationszeit gering zu halten.  
4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen (DAB): Die MTT- Toxizität des CYP 4A- Substrates an 
HaCaT- Zellen wurde von Dietrich, A. bestimmt [51]. DAB- Konzentrationen bis 300µM ver-
ursachten über 72h an 70% konfluenten Zellen keine nachweisbaren Beeinträchtigungen der 
Lebensfähigkeit, erst ab 500µM DAB wurden signifikante Schädigungen offensichtlich. 
 
5.2.2.2 Reaktionsprodukte 

Resorufin: Zur Untersuchung kam Resorufin in einem breiten Konzentrationsbereich, da nicht 
genau abzuschätzen war, wie viel Produkt bei der Umsetzung von 2µM 7-ER entsteht. Abb. 
5.2.23 zeigt, dass eine signifikante Toxizität von Resorufin ab 400nM zu erwarten ist, jedoch 
konnten bis Resorufin (1000nM) lichtmikroskopisch keine Veränderungen an den Zellen beo-
bachtet werden. Ebenso wurde im NR- Test keine Verminderung der LF ermittelt.  
Die Ergebnisse des MTT- Tests für Reso erklären die gefundenen Werte für ER. So resultierte 
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für ER (1µM) über 44h eine Lebensfähigkeit von ca. 71% (siehe Abb. 5.2.17), für 1µM Reso-
rufin ergab sich ein Wert von 72%. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass der größte Teil der 
Toxizität des 7-ER durch sein Deethylierungsprodukt Resorufin hervorgerufen wurde. 

 
 
Abb. 5.2.23: Zytotoxizität von Resorufin an HaCaT- Keratinozyten P44, ermittelt über 48h 
 durch MTT- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 8 
Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler 
Vergleichstest. Der Wert 0µM Reso stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
7- Hydroxycoumarin (HC): Für HC wurde ein großer Konzentrationsbereich über 48h auf 
seine Toxizität untersucht. Mit einem Einsatz von 250µM 7-EC konnte anhand von Vorversu-
chen die Produktmenge auf höchstens 100µM (=100000 pmol/ml) 7-HC eingegrenzt werden. 
Die Ergebnisse des MTT- Assays stellt Abb. 5.2.24 dar. 

 

 
Abb. 5.2.24: Zytotoxizität von 7-Hydroxycoumarin an HaCaT- Keratinozyten P59, ermittelt 
 über 48h durch MTT- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 8 
Experimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA ergab für alle p > 0,05 gegenüber der un-
behandelten Kontrolle. Der Wert 0µM 7-HC stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
 
Bei der Varianzanalyse ergab sich kein Hinweis auf eine signifikante Toxizität von 7-HC ge-
genüber HaCaT- Zellen. Aufgrund der ermittelten hohen Lebensfähigkeit der HaCaT- Zellen 
nach HC- Behandlung bei 50%iger Konfluenz zu Versuchsbeginn und den Werten der NR- 
Testung, wurde auf den MTT- Assay an konfluenten Zellen verzichtet. 
6-β-OH-Testosteron: Die Untersuchung dieses Testosteron- Metaboliten erfolgte nach den 
Angaben unter Kapitel 4.2.2. Wie schon für Testosteron musste auch hier das MTT- Reagens 
1:14 verdünnt eingesetzt werden. Die Abbildung 5.2.25 zeigt die Ergebnisse des Tests.  
In beiden Versuchen zeigte sich keine signifikante Toxizität. Beide Abbildungen sind denen 
der Abb. 5.2.7 des NR- Testes vergleichbar. Der einzige Unterschied zwischen den Tests lag 
darin, dass sich für 6-β-OH-Testo (100µM) im MTT- Assay ein Wert ermitteln ließ. Dies war 
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Abb. 5.2.26: Zytotoxizität von 2-α-OH-Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P41, ermittelt 
über 53h durch MTT- Test 

Das Foto zeigt die Zellen mit 2-α-OH-Testo (100µM) 24h nach Substratzugabe. 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 
Experimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA ergab für alle p > 0,05 gegenüber der un
behandelten Kontrolle. Der Wert 0µM 2-α-OH-Testo stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

bedingt durch den Ablauf des MTT- Tests, indem die Substanz nach abgelaufener Inkuba-
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-α-OH-Testosteron: Auch dieser Testosteron- Metabolit wurde mit 1:14 verdünntem MTT- 
eagens umgesetzt. Wie die Abb. 5.2.26 zeigt, hatte 2-α-OH-Testo über 53h auf 50% konflu-
nte HaCaT- Zellen keine nennenswert toxischen Einflüsse, deshalb wurde der Versuch nicht 
n konfluenten Zellen wiederholt. Zeigte 6-β-OH-Testo eine fast identische Toxizität im NR- 
nd MTT- Assay, so ergab sich für 2-α-OH-Testosteron in beiden Tests ein verschiedenes 

Bild. Die Lebensfähigkeit lag im NR- Test für 2-α-OH-Testo (50µM) bei 60% und in der 
Konzentration 100µM nur noch bei 10%, dagegen fiel sie im MTT- Assay nie unter 94%. Be-
merkenswert sind auch die völlig intakten Zellen 24h nach der Substratzugabe (Abb.5.2.26 

chts). Obwohl für dieses Verhalten keine Erklärung ermittelt wurde, fand keine Wiederho-
ng des MTT- Testes statt, da dieser Metabolit nur der Kontrolle diente und in den Biotrans-
rmationsuntersuchungen nicht erwartet wurde. 

 

 

-

 

tionszeit zusammen mit dem MTT- Reagens auf den Zellen verblieb. Eine Schädigung der 
HaCaT- Zellen wurde im Lichtmikroskop deutlich, es zeigte sich ein Bild vergleichbar dem
aus Abb. 5.2.8 des NR- Tests. 

Abb. 5.2.25: Zytotoxizität von 6-β-OH-Testosteron an HaCaT- Keratinozyten P41, ermittelt 
über 53h durch MTT- Test 

e Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei a) 50% und b) 100%. Dargestellt sind die Mitte
werte ± SD von n = 12 Experimenten in a) und n = 8 in b). Die statistische Auswertung mittels einseitig
ANOVA ergab für alle p > 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle. Der Wert 0µM 6-β-OH-Testo stellt de

edium- Kontrollwert dar. 
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4-Androsten-3,17-dion(Andro): Auch in dieser Untersuchung wurde das MTT- Reagens 1:14 
verdünnt angewandt. Wie zuvor für Testosteron und 2-α-OH-Testosteron ermittelt, erwies 
sich auch Androstendion im MTT- Test als weniger toxisch im Vergleich zum NR- Assay. 
Die hier gefundenen LF- Werte für 50%ig konfluente HaCaT- Zellen waren vergleichbar mit 
denen für 100% konfluente Zellen des NR- Testes (vgl. Abb. 5.2.27 mit Abb. 5.2.10 b). 
 
 
 

bb. 5.2.27: Zytotoxizität von 4-Androsten-3,17-Dion an HaCaT- Keratinozyten P42, 
ermittelt über 53h durch MTT- Test 

xperimenten, r unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler 

en Toxizität auf halb konfluente Zellen, entfiel ein zweiter Versuch mit kon-
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Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 50%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 16 
E *p < 0,05 gegenüber de
Vergleichstest. Der Wert 0µM Andro stellt den Medium- Kontrollwert dar 
 
Mikroskopisch waren nur geringe Abrundungen bei 250µM Andro zu beobachten. Aufgrund 
der recht gering
fluenten Zellen. 

5.2.2.3 Induktoren 

3-Methylcholanthren (3-MC): Die 3-MC-MTT-Testung erfolgte entsprechend den Angaben in 
Kapitel 4.2.2. In Anlehnung an die Testzeiten des NR- Assays wurden hier die Zellen 22h, 
44h und 90h mit 3-MC inkubiert, beginnend bei einer Konfluenz der Zellen von ca. 10%. 
Über die gesamte 90-stündiger Inkubation wurde das Medium nicht erneuert. Das MTT- Rea-

ten Kontrolle 3-MC=0µM, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

gens fand unverdünnt Verwendung. Die Ergebnisse gibt Abb. 5.2.28 wieder. 
160 *%

]

 

 

 
 
Abb. 5.2.28: Zytotoxizität von 3-Methylcholanthren an HaCaT- Keratinozyten P37, ermittelt 
 durch MTT- Test 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 2,5x104 Zellen/ml in farblosem Medium. Die Konfluenz des Zellrasens ent-
sprach zu Versuchsbeginn ca. 10%, nach 22h 20%, nach 44h 40% und nach 90h 80%. Es erfolgte kein Medium-
wechsel innerhalb der Inkubationszeit mit 3-MC.  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbehandel-
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Zwei darauf folgende Tests wurden mit 70%iger Konfluenz (Abb. 5.2.29 a) bzw. mit 100%-

nz. 
von 10µM über 72h. Dieses Ergebnis korreliert mit Angaben in der Literatur [8;159] (keine 
MTT- Toxizität von 3-MC (10µM) über 48h an humanen Keratinozyten). Auffallend, der in-
duktive Effekt durch 3-MC überlagerte diese Untersuchung weniger, als es beim NR- Test der 
Fall war. Die signifikante Verminderung der Lebensfähigkeit in Abb. 5.2.28 für 44h und 90h 
mit 3-MC ist hauptsächlich auf die ausgesprochen geringe Konfluenz des Zellrasens bei Ver-
suchsbeginn zurückzuführen. Es zeigten sich unter dem Mikroskop keine Schäden an den Zel-
len. Der NR- Test wies bei prinzipiell gleichem Versuchsaufbau, allerdings mit 60%iger Kon-
fluenz zu Versuchsbeginn, keine Anzeichen für toxische Einflüsse von 3-MC auf HaCaT- 
Zellen auf. 

bb. a): enz, HaCaT- Zellen P74 (Darstellung modifiziert nach [51]) 

NOVA und Bonferroni's 
ultipler Vergleichstest. Der Wert 0µM 3-MC stellt den Medium- Kontrollwert dar. 

iger Konfluenz (Abb. 5.2.29 b) begonnen. Die Inkubationszeit mit 3-MC betrug jeweils 72h. 
Versuch 5.2.29 a) beinhaltet zusätzlich die Testung von 3-MC (2,5µM; 3µM; 5µM und 
10µM) über den Zeitraum von 72h. Aus allen drei Abbildungen wird deutlich, dass 3-MC auf 
HaCaT- Zellen nicht nennenswert toxisch wirkt, auch nicht in der größten untersuchten Ko

 

 
Abb. 5.2.29: Zytotoxizität von 3-MC an HaCaT- Keratinozyten, ermittelt über 72h durch 
 MTT- Test 
A  Versuchsbeginn bei 70%iger Konflu
Abb. b):Versuchsbeginn bei 100%iger Konfluenz, HaCaT- Zellen P48 
Es erfolgte kein Mediumwechsel innerhalb der Inkubationszeit mit 3-MC. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD 
von n = 8 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige A
m
 
Eine Anwendung von 2µM 3-MC bis 90h ohne Mediumwechsel kann bei den Modellreaktio-
nen erfolgen, ohne Schäden an den HaCaT- Zellen zu verursachen. 
Phenobarbital (PB): Dieser zur Induktion von Cytochrom-P450- Enzymen häufig eingesetzte 
Induktor wurde schon an Keratinozyten in 2mM-er Konzentration eingesetzt [159]. Für Hepa-
tozyten finden sich Studien zur Konzentrationsabhängigkeit der PB- Wirkungen, dabei wurde 
mit geringen Konz. von 0,1 bis 2mM [66], aber auch mit höheren Konzentrationen von bis zu 
8mM gearbeitet [174]. In Bezug darauf wurde die MTT- Toxizität verschiedener Phenobarbi-
tal- Konzentrationen auf HaCaT- Zellen unterschiedlicher Konfluenz bis zu 90h untersucht. 
Die Tabelle 5.2.2 zeigt die ermittelten Ergebnisse. Im Gegensatz zu allen bisherigen Ergebnis-
sen steht die geringere Lebensfähigkeit nach der Inkubation mit PB von 70%- konfluenten 
Zellen gegenüber 20%- konfluenten Zellen. Der Grund dafür könnte in der deutlich höheren 
Passage der HaCaT- Zellen (P74 gegenüber P37) liegen. Die ermittelten Daten werden durch 
die Literatur bestätigt, in der an humanen Keratinozyten über 48h und 4mM PB keine 
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Toxizität nachweisbar war [159]. 
 
Tab. 5.2.2: Zytotoxizität von Phenobarbital an HaCaT- Keratinozyten mittels MTT- Test, 

eit von PB 

Mo-

kubationszeit auf maximal 72h zu begrenzen. 

ie er -stündiger Inkubation wieder.  

bb. 5.2.30:  an HaCaT- Keratinozyten P42, ermittelt über 

 sind die Mittelwerte SD von n = 15 
xperimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger ANOVA ergab für alle p > 0,05 gegenüber der un-
ehandelten Kontrolle. Der Wert 0µM Dexa stellt den Medium- Kontrollwert dar. 
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hervorrief.  
Dexamethason (Dexa): Die Untersuchung dieses Induktors für CYP 3A4 erfolgte entspre-
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In diesem Versuch konnte keine signifikante Toxizität von Dexamethason an halbkonfluenten 
HaCaT- Zellen beobachtet werden. Da auch mikroskopisch keine Veränderungen des Mono-
layers ersichtlich waren, wurde auf einen zweiten Versuch mit konfluenten Zellen verzich-
tet.Aus diesen und den Ergebnissen des NR-Testes ist zu folgern, dass die Verwendung von 
Dexamethason bis 50µM an konfluenten HaCaT- Zellen möglich ist. Bei geringerer Konflu-
enz sollte nur mit 25µM Dexamethason gearbeitet werden. 
Rifampicin (Rif): Die Toxizität von Rifampicin wurde mit dem MTT- Test zwar untersucht, 
erbrachte aber keine aussagekräftigen Ergebnisse. Der Grund dafür lag in der starken Eigen-
färbung des Rifampicins, die die Absorption der gelösten Formazan- Kristalle überdeckte. Es 

i Be-
skop sich nicht bestätigte, hierbei fielen deutlich toxi-

wurden z.B. Lebensfähigkeiten von über 100% für 250µM Rifampicin bestimmt, was be
trachtung der Zellen unter dem Mikro
sche Effekte ab 100µM Rif auf. Unter zusätzlicher Beachtung der Ergebnisse aus Kapitel 
5.2.1.3 ist festzuhalten, dass die Anwendung von Rifampicin an konfluenten HaCaT- Zellen 
bis 50µM möglich ist, aber besser darunter liegen sollte. Für 10µM Rif konnten selbst bei we-
nig konfluenten Zellen keine Schäden ermittelt werden. 
 
5.2.2.4 Inhibitoren 

α- Naphthoflavon (a-NP):  
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Abb. 5.2.31: Zytotoxizität von α-Naphthoflavon an HaCaT- 
Keratinozyten P37, ermittelt  durch MTT- Test 
Die Zellzahl bei Aussaat betrug 2,5x104 Zellen/ml in farblosem Medium. Die Konfluenz des Ze
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sprach zu Versuchsbeginn ca. 10%, nach 22h 20%, nach 44h 40% und nach 90h 80%. Es erfolgte kein Medium-
wechsel innerhalb der Inkubationszeit mit α-NP.  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 24 Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbehandel-
ten Kontrolle α-NP=0µM, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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Behandlung (5µM; 10µM). Es wird deutlich, dass für die HaCaT- Keratinozyten α-NP (1µM) 
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und 42% LF nach α-NP (10µM) jeweils über 72h, bei ebenfalls 40% Konfluenz zu Versuchs-

α
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alb der Inkubationszeit mit Proadifen. Die Werte für 25µM und 50µM wurden aus [51] übernommen.  
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beginn. In diesen Untersuchungen zeigte sich außerdem, dass bei einer erhöhten Konfluenz 
von 70%, -NP (10µM) von den Zellen erwartungsgemäß besser toleriert wurde (77% LF 
nach 72h). 
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des Proadifen auf HaCaT- Zellen merklich ab (siehe Tabelle 5.2.3). 
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Konz. Proadifen 
[µM]: 0 50 75 100 150 250 Konfl. 

[%] 
Inkub.- 
Zeit [h] Passage 

Lebensfähigkeit [%]: 100,0 65,8 15,6 12,9 0,04 0 40 48 40 
Lebensfähigkeit [%]: 100,0 90,5 84,6 17,3 4,6 2,0 70 48 74 
Lebensfähigkeit [%]: 100,0  30,2 7,8 100 48 58 
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werden, evt. sogar noch darunter. Eine Verwendung von 2mM Proadifen, wie bei Untersu-
chungen an Keratinozyten [43], erscheint für HaCaT- Zellen viel zu toxisch. Allerdings wur-
den in selbiger Studie keine Toxizitätswerte genannt, sondern nur hemmende Effekte des Pro-
adifen auf Monoxygenase- Aktivitäten belegt. 
Metyrapon: Für die graphische Darstellung der MTT- Toxizität auf 70%-konfluente HaCaT- 
Zellen über 72h sei an dieser Stelle wieder auf die Arbeit von Dietrich, A. verwiesen [51]. Der 
Einsatz von Metyrapon bis zu 5µM erbrachte über diese Zeit keine signifikante Beeinträchti-
gung der Zellkultur. 

riacetyloleandomycin (TAO): Die Untersuchung des potentiellen CYP3A4- Inhibitors TAO 
rfolgte nach den Angaben in Kap. 4.2.2. Wie schon oft zuvor, musste das MTT- Reagens 
:14 verdünnt eingesetzt werden. Da bisher eine Konfluenz von 100% gegenüber 50% immer 
u verminderter Toxizität führte, wurde in dieser Untersuchung nur eine Testung und zwar an 
0%ig konfluenten HaCaT- Zellen durchgeführt. Die Abb. 5.2.33 zeigt die Test- Ergebnisse. 

Abb. 5.2.33: Zytotoxizität von Triacetyloleandomycin an HaCaT- Keratinozyten P42, 
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 ermittelt über 53h durch MTT- Test 
Die Konfluenz des Zellrasens lag zu Versuchsbeginn bei 70%. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 16 
Experimenten, *p < 0,05 gegenüber der unbehandelten Kontrolle, einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler 
Vergleichstest. Der Wert 0µM TAO stellt den Medium- Kontrollwert dar 
 
Die signifikante Beeinträchtigung der Lebensfähigkeit bei 250µM und 500µM TAO fiel vor 
allem durch reduziertes Zellwachstum und dementsprechend geringen Medienverbrauch auf. 
Mikroskopisch war nur für 500µM TAO eine beginnende Abrundung der HaCaT- Zellen zu 
beobachten. Bis 100µM kann der Inhibitor TAO für mindestens 53h eingesetzt werden, ohne 
die HaCaT- Zellen merklich zu schädigen. 
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Es wird an dieser Stelle darauf verwiesen, 
der UV- Bestrahlung in den dortigen Kapiteln

dass die MTT- Toxizitäten im Zusammenhang m
rläuterung finden (ab Kapitel 5.3.1.4). 
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5.3 Bestimmung der Enzymaktivität 
 
5.3.1 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD) 
 
Zunächst wurde für das durch die EROD entstehende Produkt Resorufin mit Hilfe eines Fluo-

bb. essung in DMEM (Medium B) 

reszenz- Spektrophotometers ein Anregungs- und Emissionsspektrum aufgezeichnet (Reso 
1µM in Medium B). Das Extinktionsmaximum der Anregung lag bei 543 nm, das der Emis-
sion bei 583 nm, somit stand der weiteren Verwendung der Excitations-/ Emissionsfilter von 
544/ 590 nm nichts entgegen. Die Abb. 5.3.1 gibt das ermittelte Spektrum wieder. 
 1500
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5.3.1.1 Bestimmung der Grundaktivität 

Die Durchführung aller Versuche zur Ermittlung der Grund- bzw. Basalaktivität der HaCaT- 
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ass mit steigender Konzentration ER bei längeren Inkubationszeiten die Produktmenge zu-

Keratinozyten richtete sich nach den Angaben im Methodenteil unter Kap. 4.3.1.3 a). 
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Abb. 5.3.2: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung an HaCaT- Keratinozyten – Basalaktivität in 
Abhängigkeit von der ER- Konzentration 

uchsbeginn bei einsetzender Konfluenz. Über die gesamte Inkubationszeit erfolgte kein Mediumwechsel
estellt sind die Mittelwerte ± SD. Auf eine statistische Auswertung wurde verzichtet, da es sich um

te aus fünf verschieden Versuchen handelt, wodurch sich für die einzelnen ER- Konzentrationen n = 5 
27 Experimente ergaben. 

Die Abb. 5.3.2 macht deutlich, dass neben der eingesetzten Konzentration des Substrates auch 
die Inkubationszeit eine wesentliche Rolle bei der EROD spielte. Lagen für 1µM ER die Pro-
duktmengen bei allen Zeiten zwischen 500 und 600 pmol Resorufin/mg Protein, gab es be
Einsatz von 10µM ER Schwankungen von ca. 900 pmol Reso/mg Protein bei 4-stündiger In-
kubation bis 500 pmol Reso/mg Protein bei 51-stündiger Inkubation. Es fällt außerdem
d
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ächst stagniert, später abnimmt. Zu beobachten ist dieser Effekt ungefähr ab 4µM ER über 
0-stündige Inkubation. Ein Vergleich mit Abb. 5.2.18 (MTT- Untersuchung von ER) liefert 
ie dafür wahrscheinliche Erklärung. Bei Behandlung von ER (10µM) über 72h sank die Le-

ie Zellen auch an 
metabolischer Aktivität. Auf die in der Literatur häufige Angabe von Menge Produkt je mg 
Protein und Zeit wurde bewusst verzichtet. Die Abb. 5.3.3 verdeutlicht den Grund dafür. 
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bb. 5.3.3: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung an HaCaT- Keratinozyten – Basalaktivität in 
Abhängigkeit von der Inkubationszeit mit ER 
a) Darstellung 4 verschiedener Konzentrationen ER über 72h 
b) Darstellung 6 verschiedener Konzentrationen ER über 6h [Ausschnitt aus a)] 

argestellt sind in a) die Mittelwerte ± SD von n = 4 bis n = 21Experimenten, in b) wurde auf die Darstellung 
er Standardabweichung zugunsten der Übersichtlichkeit verzichtet. 

er Bezug von Resorufin je mg Protein je Zeiteinheit setzt eine lineare Beziehung zwischen 
er eingesetzten ER- Konzentration und der gebildeten Menge Produkt voraus. In der Praxis 
ann von dieser Linearität insbesondere bei Inkubationszeiten, die über mehrere Tage dauern, 
icht ausgegangen werden (siehe Abb. 5.3.3 a). Wie Abb. 5.3.3 b) verdeutlicht, ist eine Linea-
ität in der 7-EROD an HaCaT- Zellen nur bis zur maximal 4-stündigen Umsetzung gegeben. 
a viele Autoren die Produktmenge auf die Zeit beziehen, erschwert es den direkten Ver-
leich zu den vorliegenden Werten. Wie bereits für Keratinozyten festgestellt, ist es aufgrund 

20].  
mit HaCaT- Zellen geringer Konfluenz konnte die Pro-

chau-

roteingehalt der Versuche und in der Abb. c) ist die gebildete Resorufinmenge auf den Prote-

hszeitraum von 75h keine 

er variierenden Methodik schwer, die Ergebnisse verschiedener Autoren zu vergleichen [
nhand eines Versuches der EROD 
lematik der Einbeziehung des Proteingehaltes in die Umsatzmenge Resorufin verans
icht werden. So gibt die Abb. 5.3.4 a) die Menge an gebildetem Resorufin für zwei unter-
chiedlich dicht ausgesäte Versuche wieder. Die dazugehörende Abb. b) veranschaulicht den 

ngehalt aus b) bezogen dargestellt. Die Konfluenz zu Versuchsbeginn betrug 3,1x104 Zellen/ 
l oder 9,3x104 Zellen/ ml. Im ersten Fall wurde über den Versuc

00%ige Konfluenz des Zellrasens erreicht, im zweiten Fall stellte sich diese nach ca. 60h ein. 
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Aus den drei Darstellungen in Abb. 5.3.4 geht hervor, dass der Proteingehalt trotz Konfluenz 
weiter stark steigt, auch die Menge an gebildetem Resorufin erfährt über die Zeit der Inkuba-
tion eine Zunahme. Bezieht man aber die Resorufin- Menge auf den Proteingehalt, ergibt sich 
ein Maximum, welches bei ca. 20h liegt. Ferner erscheint für den Versuch (1) die geringere 
Menge an Reso durch den Bezug auf eine ebenfalls geringere Proteinmenge gegenüber (2) im 
Kombinationsdiagramm c) mit der deutlich größeren Menge an Resorufin je mg Protein. Dies 
verdeutlicht den Einfluss, den der Proteingehalt der Proben auf die Darstellung der Ergebnisse 
in der Form „Produktmenge je mg Protein“ hat. 
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 Abhängigkeit von der Inkubationszeit mit ER für 2 verschiedene Aussaatdichten 
 a) Darstellung gebildeten Resorufinmenge in pmol/ml  
 b) Darstellung des zu a) gehörenden Proteingehalt

(1)  3,1*10  Zellen/ml - bei Versuchsbeginn 20% konfluent

s
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Abb. 5.3.4: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung an HaCaT- Keratinozyten – Basalaktivität in 

es in mg/ ml 
 c) Darstellung der gebildeten Resorufinmenge in pmol/ mg Protein 
Erreichen der 100%igen Konfluenz nach 60h (2), bei (1) über die Versuchsdauer keine Konfluenz. Dargestellt 
sind die Mittelwerte ± SD von n = 8 Experimenten. 
 
Auf diese Erkenntnisse aufbauend, wurde in der Folge den Zellen ER meist mit beginnender 
Konfluenz zugesetzt und fast ausnahmslos 24h mit dem Substrat inkubiert. Es fand überwie-
gend ER in 2µMer Konzentration Anwendung. 
 
5.3.1.2 Einsatz von Induktoren und Inhibitoren 

Zunächst wurden mit dem für CYP 1A1/A2 relativ spezifischem INDUKTOR 3- Methylcho-
lanthren (3-MC) [42;48;159] umfangreiche Tests zur induktiven Kapazität der HaCaT- Zellen 
unternommen. Dabei wurde der Einfluss der Passagezahl, die Konfluenz bei Versuchsbeginn 
und die Inkubationszeit mit 3-MC untersucht. Für alle Versuche blieb die Zeit mit dem Sub-
strat 7-ER konstant bei 24h. Der prinzipielle Ablauf der Testungen ist unter 4.3.1.3 b) be-
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 durch 3-Methylcholanthren; ER(2µM; 24h) 
Versuchsbeginn bei einsetzender Konfluenz mit der Zugabe von 3-MC. Untersuchung verschiedener Passagen, 
dargestellt: P36 (125h); P37 (28h, 53h, 77h, 100h); P82 (24h, 142h); P83 (10h). Es sind die Mittelwerte± SD von 
n = 6 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen Kontrolle (0µM 3-MC); einseitige ANOVA 

 
Die Auswirkungen der unterschiedlichen Induktor- Konzentrationen gibt Abb. 5.3.6 wieder.  
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Abb. 5.3.6: EROD an HaCaT- Keratinozyten nach Induktion mit 3-Methylcholanthren; 
Abhängigkeit von Induktor- Konzentration und Induktionszeit; ER(2µM; 24h) 

estellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten. 

Für das Arbeiten mit 0,5µM 3-MC ergab sich bei 10h eine 2,8-fache, bei 24h eine 1,7-fache 
und für 100h/125h eine 1,3-fache Resorufin- Menge gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
Bei der Verwendung von 3-MC (1µM) erreichte die Induktion nach 10 Stunden das 3,7-fache

Abb. 5.3.6: EROD an HaCaT- Keratinozyten nach Induktion mit 3-Methylcholanthren; 
Abhängigkeit von Induktor- Konzentration und Induktionszeit; ER(2µM; 24h) 

estellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten. 

Für das Arbeiten mit 0,5µM 3-MC ergab sich bei 10h eine 2,8-fache, bei 24h eine 1,7-fache 
und für 100h/125h eine 1,3-fache Resorufin- Menge gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 
Bei der Verwendung von 3-MC (1µM) erreichte die Induktion nach 10 Stunden das 3,7-fache
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aximale Menge an Resorufin war bei 28h Induktion mit 2µM 3-MC der Faktor der Erhö-
ung über das Kontrollniveau, mit 4,3facher Induktion am größten.Die folgende Tabelle 5.3.1 
eigt einige ausgewählte Werte in Form von Faktor der Erhöhung nach 3-MC-Induktion.  

D 
lung gegenüber der unbehandelten Kontrolle; ER(2µM; 24h) 

m
h
z
 
Tab. 5.3.1: Darstellung der x-fachen Induktion des CYP1A1/A2 charakterisiert durch ERO
 und 3-MC- Behand
 

Induktionszeit [h]: 10 24 28 48 100 125 
0,5 µM 3-MC 2,83 1,70 1,72 1,68 1,31 1,32 

1 µM 3-MC 3,71 2,99 3,34 2,05 1,72 1,49 
2 µM 3-MC 4,25 3,74 4,30 2,77 2,17 2,02 

 
Die bisherigen Betrachtungen wurden ausschließlich an HaCaT- Zellen durchgeführt, bei de-
nen sich zu Versuchsbeginn die Konfluenz gerade einstellte. Für 3-Methylcholanthren sollte 
aufgrund der bisher deutlich ausgeprägten Induktionswirkung auch das Verhalten auf Zellen 
in der exponentiellen Wachstumsphase untersucht werden.  
Wie sich die Induktion mit 3-MC gegenüber konfluenten Zellen auswirkte, zeigt die Abb. 
5.3.7. Bei der Arbeit mit unkonfluenten HaCaT- Zellen ergab sich ein sehr heterogenes Bild. 
Dabei ließen sich dennoch einige grundsätzliche Tendenzen ermitteln. Je geringer die Konflu-
enz, umso stärker der induktive Effekt des 3-MC. Dabei spielte die schon für Abb. 5.3.4 ange-
sprochene Form der Darstellung „Produktmenge je mg Protein“ eine große Rolle. Die niedri-
ge Zelldichte, insbesondere bei den kurzen Induktionszeiten, ergab zwangsläufig geringe Pro-
teingehalte. Die Ermittlung von Resorufin/ml erbrachte mit fortschreitender Zeit eine kontinu-
ierliche Zunahme, so dass für Versuche mit geringer Konfluenz und kurzer Induktionszeit die 
Menge Resorufin/ mg Protein sehr stark erhöht erschien (vgl. Abb. 5.3.7 -18h 3-MC). 

 

en Faktor 1,3 über der geringeren 3-MC-Konz., so ergaben sich bei unkonfluentem Zellrasen 
r 3-MC (2µM) niedrigere Resorufin- Werte als mit 1µMer 3-MC-Induktion. Mit zunehmen-
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Abb. 5.3.7: EROD an HaCaT- Keratinozyten nach Induktion mit 3-Methylcholanthren; 
 Einfluss der Konfluenz zu Versuchsbeginn; ER (2µM; 24h) 
Versuchsbeginn bei der angegebenen Konfluenz mit der Zugabe von 3-MC. Untersuchung verschiedener
Passagen, dargestellt: P35 (20h, 48h); P36 (18h, 36h); P37 (53h); P50 (7h, 24h-farblose Balken); P82 (24h-graue 
Balken); P83 (10h). Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 6 Experimenten angegeben. 
 
Ein weiterer Unterschied zu konfluenten Zellen konnte in der Induktionswirkung von 3-MC 
(1µM) verglichen mit 3-MC (2µM) festgestellt werden. Lag die Menge Resorufin gebildet 
nach Induktion mit 3-MC (2µM) bei 100%iger Konfluenz zu Versuchsbeginn im Mittel um 

Konfluenz:  100%  70%  40%(24h) 40%  30%
3-MC-Zeit [h]: 7                 10                18               20                24                36                48                53
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der Induktionszeit und steigender Konfluenz nahm mit der Steigerung der 3-MC-Konzentrati-
n die Produktmenge an Resorufin annähernd linear zu. 
ls weiterer INDUKTOR wurde Phenobarbital (PB) untersucht, der als hauptsächlich spezi-

fisch für die CYP 2B- Familie gilt [171]. Es sind aber auch Induktionen von CYP 2A, 2C, 
A1 und 3A  Ob PB ebenfalls Auswirkungen auf die 7-Ethoxyresorufin-O-

EN α- 

ie linke Seite der Abb. 5.3.8 zeigt, dass für PB (1mM) keine induktiven Effekte auf die 

ierten Zellen zeigte keine 

leicher Pro tel-
l ließen, dass diese Reduktion des Resorufinspiegels zumindest anteilig durch 
die Zytotoxizität des Proadifens hervorgerufen wurde. 
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Deethylierung an HaCaT- Zellen hat, sollte untersucht werden. Zum Vergleich wurde 3-MC 
unter gleichen Bedingungen eingesetzt und in der Folge die Wirkung der INHIBITOR
Deethylierung an HaCaT- Zellen hat, sollte untersucht werden. Zum Vergleich wurde 3-MC 
unter gleichen Bedingungen eingesetzt und in der Folge die Wirkung der INHIBITOR
Naphthoflavon (α-NP) und Proadifen (Pro) getestet. Naphthoflavon (α-NP) und Proadifen (Pro) getestet. 
DD
EROD an HaCaT- Keratinozyten nachgewiesen werden konnten. Bei Induktionszeiten mit PB 
von 24h und 27h lagen die gemessenen Resorufin- Werte sogar signifikant unter den jeweili-
gen unbehandelten Kontrollwerten. Zu keiner Zeit ergaben sich für PB- inkubierte Zellen 
größere Resorufin- Mengen gegenüber den mit Medium behandelten Kontrollen. Die nachfol-
gende Behandlung der PB- induzierten Zellen mit α- NP verringerte die gebildete Resorufin- 
Menge zusätzlich. Die Zugabe von Proadifen zu 24h mit PB induz
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Abb. 5.3.8: EROD an HaCaT nach Induktion mit 3-Methylcholanthren oder Phenobarbital; 
 nachfolg

 
 
Abb. 5.3.8: EROD an HaCaT nach Induktion mit 3-Methylcholanthren oder Phenobarbital; 
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*p < 0,05 gegenüber 3-MC zur gleichen Zeit*p < 0,05 gegenüber PB zur gleichen Zeit
*p < 0,05 gegenüber Kontrolle zur gleichen Zeit

Konfluenz zu Versuchsbeginn 20%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), Pro (100µM); 
ER (2µM). Die Induktionszeiten sind im Diagramm angegeben, Inhibition und ER in allen Fällen 24h. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 bis n = 17 Experimenten dargestellt. Durchgeführt wurde der t-Test nach 
Student für unverbundene Stichproben dabei wurde verglichen: PB bzw. 3-MC gegen Kontrolle (*); PB + Inhibi-
tor gegen PB (*) und 3-MC + Inhibitor gegen 3-MC (*) jeweils für die gleiche Zeit. 
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rabgesetzt werden. Da auch hier die Werte zum Teil weit unter dem Kontrollniveau lagen, 
ind toxische Einflüsse des Proadifens wahrscheinlich. 
.3.1.3 Phase-II- Reaktionen (Glucuronidierung- / Sulfatierung)

s
5  

s sollte untersucht werden, ob und inwieweit die bisher ermittelten Umsätze von ER zu Re-
sorufin der Gesamtmenge an freiem Resorufin entsprachen, oder ob anteilig das gebildete Re-
orufin weiter glucuronidiert bzw. sulfatiert wurde. Die genaue Durchführung der Versuche 

 den nachf e Ergebnisse der Deglucuronidierung/-sulfa-

roadifen wurde aufgrund seiner 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Abb. 5.3.9: EROD an HaCaT mit/ohne anschließender Deglucuronidierung/-sulfatierung 
 a) Induktion mit Phenobarbital 24h bzw. 48h und Hemmung durch α- Naphthoflavon 
 b) Induktion mit 3-Methylcholanthren 20h, 27h, 48h und Hemmung durch α- Naphthoflavon 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 60%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM).  
Zeit mit α-NP und ER in allen Versuchen 24h. Zeit der Deglucuronidierung/-sulfatierung 3h. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt; statistische Auswertung per einseitiger 
ANOVA und Bonferroni's multiplem Vergleichstest. Es wurden verglichen: Werte vor Degluc. mit 0,04U/ml mit 
20U/ml und ohne Degluc. nach 27h ER 
 
Für PB ergab sich ein ähnliches Bild nach der Deglucuronidierung wie ohne β-Glucuronida-

E

s
ist unter Kapitel 4.3.1.3 c) erläutert. 
In olgenden Abb. 5.3.9 a) und b) sind di
tierung nach Induktion mit 3-MC oder PB, Inhibition mit α-NP und 7-Ethoxyresorufindeethy-
ierung dargestellt. Auf eine Untersuchung des Inhibitors Pl

bisher ermittelten Toxizität gegenüber HaCaT- Keratinozyten verzichtet. Wird im Folgenden 
nur von Deglucuronidierung oder Glucuronidase gesprochen, so schließt dies immer die Sul-
fatase ein, da bei den Untersuchungen mit einem Gemisch aus beiden gearbeitet wurde (siehe 
Chemikalien – Kap. 4.8). 

 

 

0

200

400

600

   Kontrolle              PB           PB + α-NP       Kontrolle             PB            PB + α-NP

48h PB

*

* p < 0,05 gegenüber den Spalten zwei und vier der Kontrolle 48h PB

27h PBa)

R
es

or
uf

in
l/m

g 
Pr

ot
[p

m
o

ei
n]

0
500

1000
1500
2000
2500
3000

 Kontr.    3-MC          3-MC Kontr.  3-MC    3-MC      Kontr. 3-MC 3-MC

b) 20h 3-MC 27h 3-MC 48h 3-MC

+ α-NP                                            + α-NP                                         + α-NP

* **

  * p < 0,05 gegenüber den Spalten 2 bis 4 von 20h 3-MC (3-MC+α-NP)
** p < 0,05 gegenüber den Spalten 2 und 4 von 27h 3-MC (Kontrolle)

β β

Reso vor Deglucuronidierug (=24h ER)
Reso nach Degluc. mit 0,04 U/ml (=27h ER)
Reso nach Degluc. mit 20 U/ml (=27h ER)
Reso nach Degluc.-Kontrolle ohne β-Glucuronidase (=27h ER)

R
es

or
uf

in
 [p

m
ol

/m
g

Pr
ot

ei
n]



Ergebnisse: - EROD - 83

se- Behandlung. Es konnten keine induktiven Effekte belegt werden, die ermittelten Resoru-
n- Werte lagen im Bereich von denen aus Abb. 5.3.8. Es zeigten sich in keiner Gruppe stati-
tische Unterschiede zwischen den mit 0,04 U/ml, den mit 20 U/ml und den ohne β-Glucuro-

setzen. Die 

setzung mit β-Glu-

 

fi
s
nidase behandelten Zellen, so dass davon ausgegangen werden kann, das es sich bei den bis-
her dargestellten Resorufin- Werten um die Gesamtmenge an Resorufin handelt, da eine Um-
wandlung in Phase-II-Metabolite nicht stattfand.  
Die Deglucuronidierung/-sulfatierung nach 3-MC- Induktion und EROD bestätigte, dass die 
HaCaT- Zellen Resorufin über diese beiden Phase-II-Reaktionen nicht weiter um
Werte in Abb. 5.3.9 b) sind vergleichbar mit allen bisher unter 3-MC- Induktion erhaltenen. 
Auch hier konnte statistisch kein Nachweis erbracht werden, dass eine Um
curonidase zu einer höheren Produktmenge Resorufin führt. 

5.3.1.4 Einfluss von UVA- Strahlung 
Bei vorangegangen Arbeiten mit der gleichen Bestrahlungskammer wurde bestimm
UVA- Dosen von 1 J/cm2 einem Aufenthalt im Freien an einem sommerlich, sonn

t, dass 
igen Tag 

2 2 te man 
ich 55 bis 90 min im Freien aufhalten können. Dabei entsprachen die niedrigen Werte einem 

völlig wolkenlosen Himmel, die höheren Werte einem heiteren Himmel mit sehr wenigen 

ie sogar 

 
bb. 5.3.10: Zytotoxizität nach Bestrahlung mit UVA (P53) und UVB (P48) an konfluenten 

HaCaT- Keratinozyten mittels MTT- Test 

NOVA ergab n Kontrolle (0J/cm2 bzw.0mJ/cm2).  

inden sich im Kap. 4.5.1. Das Anliegen der Versuche war es, herauszufinden, wie bzw. ob 

von ca. 5 min entsprachen. Für 8 J/cm  ergaben sich 30 bis 45min und für 16 J/cm  hät
s

Wolken [158]. Andere Arbeitsgruppen gingen in der UVA- Strahlendosis auf HaCaT mit 25,3 
J/cm2 [50] und 40 J/cm2 [128] noch darüber hinaus. Es wurden in einer anderen Stud
48,5 J/cm2 UVA an HaCaT- Zellen eingesetzt [102]. 
Nachdem mittels MTT- Test sichergestellt war, dass die entsprechenden UVA- Dosen auf die 
HaCaT –Zellen nicht toxisch wirkten (Abb. 5.3.10), konnte mit den Untersuchungen des en-
zymatischen Verhaltens nach Bestrahlung begonnen werden.  
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Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten, die statistische Auswertung mittels einseitiger 
A  für alle p > 0,05 jeweils gegenüber der unbestrahlte
 
a) EROD nach UVA- Bestrahlung 

Der Versuchsablauf ist unter Kap. 4.3.1.3 d) genauer beschrieben, Angaben zur Bestrahlung 
f
mit UVA- Strahlung vorbehandelte (vorgeschädigte) HaCaT- Zellen ihr metabolisches Ver-



Ergebnisse: - EROD - 84

1500

2000

2500
**

l/m
g 

Pr
ot

ei
n]

Kontr. 3-MC 3-MC+     α-NPR 
d) e) 

0e

 3-

500 *

so
ru

fi

Kontrolle

1000pm
o   

  

 UVA: 16 J/cm UVA: 1 J/cm

Kontr. 3-MC 3-MC+     
0,0

0,1

0,2

0,3

α-NP

Pr
ot

ei
ng

eh
al

   Legenden: 

  UVA:   8 J/cm2

2

 UVA: 0 J/cm2

2

0,4

0,5
******

**
*

g/
m

l1000
*

l/m
l]

halten gegenüber sonst gleich behandelten Zellen verändern. Für diese Versuche wurde als In-
duktor nur 3-MC über zwei Induktionszeiten eingesetzt, da für PB bisher keinerlei CYP1A- 
Aktivität nachgewiesen werden konnte. Als Inhibitor fand in allen Fällen α- NP (1µM) für 
24h Verwendung. Die Zeit mit dem Substrat ER (2µM) betrug ebenfalls immer 24h.  
In der nachfolgenden Abb. 5.3.11 sind die Ergebnisse nach UVA- Bestrahlung und 24h In-
duktion dargestellt. Anhand der einzelnen Darstellungen lassen sich unterschiedliche Effekte 
beobachten. In Bild a) ist zu erkennen, dass, wie bisher, die Werte für 3-MC- Induktion signi-
fikant über den Kontrollwerten lagen. Durch nachfolgende α-NP- Hemmung sanken die 
Werte unter das Kontrolllevel. Eine besonders auffällige Beobachtung gibt Bild b) wieder. 
Die Proteingehalte aller bestrahlten Zellen lagen signifikant über der jeweils mitgeführten 
Kontrolle ohne UVA, dabei war die Bestrahlung mit 1 J/cm2 sowohl in der Medium- Kon-
trollgruppe als auch in den mit 3-MC + α-NP behandelten Zellen signifikant den mit 8 und 16 
J/cm2 bestrahlten Zellen überlegen.  
a) b) 
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Abb. 5.3.11: EROD an HaCaT nach UVA- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-Methylcholanthren (24h) und anschließender Hemmung per α- Naphthoflavon 

     

 

MC + α-NP
3-MC

Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), ER (2µM). Induktion, 
Inhibition und ER in allen Fällen 24h. Die Abb. der prozentualen Veränderungen in d)und e) beziehen sich auf 
die Kontrollgruppen unbestrahlt, ohne Induktor, ohne Inhibitor, zugrunde liegen die Werte Reso (pmol/mg Pro-
tein). Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen un-
bestrahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
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albierte, lagen die Werte für Resorufin/mg 

Wie schon für Abb. 5.3.4 angesprochen, ergab sich aufgrund des Einflusses der Proteingehal-
te für Reso in Bild c) eine andere Darstellung gegenüber Bild a). Aufgetragen als Resorufin 
(pmol/mg Protein) war kein Wert aus den Bestrahlungsversuchen der Kontrolle signifikant 
überlegen, vereinzelt ergaben sich sogar niedrigere Resorufinspiegel in Bezug auf die jeweilig 
unbestrahlten Zellen. Der Überblick der verschiedenen Strahlendosen in Abb. 5.3.11 e) ver-
deutlicht, dass die einmalige UVA- Strahlung bis 16 J/cm2 das fremdstoffmetabolische Ver-
halten von HaCaT- Zellen 72h nach der Bestrahlung, charakterisiert durch Ethoxyresorufin-
O-Deethylierung und damit CYP 1A1/A2, nicht nennenswert verändert hat. 
Ein etwas anderes Bild ergab sich nach 48-stündiger Induktion mit 3-MC. In diesem Versuch 
lagen zwischen der Bestrahlung und der Vermessung des Reso 96h im Gegensatz zu 72h vor-
her. Hierbei wurde, trotz gleicher Durchführung, nur ca. die Hälfte der Proteinmengen des 
vorangegangenen Versuches ermittelt (0,223 mg/ml vs. 0,435 mg/ml), da sich dadurch auch 
die Menge Resorufin je ml durchschnittlich h
Protein im Bereich des ersten Versuches. Was die Verminderung des Proteingehaltes auslöste, 
konnte nicht geklärt werden. Die Zellen erschienen optisch nicht geschädigt, auch ein heran-

ezogener MTT- Test ließ keine Toxizität erkennen. Die Tendenz, in bestrahlten Zellen mehr 
rotein gegenüber der Kontrolle zu finden, bestand auch hier, wenngleich nicht so deutlich 
usgeprägt wie zuvor (vgl. Abb. 5.3.12). 

bb. 5.3.12: EROD an HaCaT nach UVA- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
3-MC (48h) und anschließender Hemmung per α- Naphthoflavon 

dkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), ER (2µM). Inhibition 
nd ER in allen Fällen 24h. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegen-
ber der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multi-
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Es zeigte sich eine sehr deutliche Beeinflussung der EROD durch die UVA- Strahlung in Ab-
hängigkeit von der Strahlendosis. Die Abb. 5.3.13 lässt einen direkten Vergleich zwischen 

ite der Abb. 5.3.11 c).  
-

is 96h nach der Bestrahlung. Durch 16 J/cm2 UVA wurden Werte im Bereich der 3-MC-in-

esorufin je mg Protein.  

den Induktionszeiten von 24h und 48h zu, dabei entspricht die linke Se
Am auffälligsten war die Abhängigkeit der EROD- Grundaktivität von der UVA- Strahlendo
s
duzierten Zellen erreicht. Dagegen blieb die Resorufin- Menge nach 3-MC- Induktion etwas 
hinter den Werten der 24stündigen Induktion zurück. Aus den induziert und gehemmten Zel-
len ergaben sich in beiden Fällen ca. 500pmol R
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Abb. 5.3.13: EROD an HaCaT nach UVA- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-Methylcholanthren und anschließender Hemmung per α- Naphthoflavon 
 - Vergleich von 24stündiger und 48stündiger Induktionszeit- 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), ER (2µM). Inhibition 
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und ER in allen Fällen 24h. Die Vermessung des Resorufin erfolgte 72h bzw. 96h nach der Bestrahlung. 
on n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbe-

n-
llung der prozentualen Resorufin- 

ie hluss ein MTT- Test durchge-
hr ikroskop verbor-

en ittelten Werte. 

strahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
 
Einen sich daraus ableitenden Aspekt zeigt Abb. 5.3.14. Hier wurden alle Kontrollwerte ohne 
Induktion und Inhibition gleich 100% gesetzt, um das Ausmaß der Wirkung von UVA in 
Kombination mit 3-MC und α-NP darzustellen. Es ergab sich aufgrund der Zunahme des Re-
sorufin- Grundlevels für 3-MC eine nachlassende prozentuale Induktionswirkung mit zuneh-
mender Induktionszeit und zunehmender UVA- Bestrahlung, so reichte die Induktionskapazi-
tät von 250% (0 J/cm2 UVA; 24h) bis herab auf 124% (16 J/cm2 UVA; 48h). Auch die nach-
folgende Hemmung mit α-NP lieferte ein gleiches Profil auf niedrigerem Niveau.  
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Abb. 5.3.14: EROD an HaCaT nach UVA mit nachfolgender Induktion durch 3-MC und a
 schließender Hemmung per α- NP; Darste
 Menge (pmol/mg Protein), wenn jeweils die Kontr. ohne Ind. und Inh. = 100%. 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), ER (2µM). Inhibition 
und ER in allen Fällen 24h. Die Vermessung des Resorufin erfolgte 72h bzw. 96h nach der Bestrahlung. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt. 
 
b) MTT nach UVA und EROD 

D Versuche unter Kapitel a) wurden wiederholt und im Ansc
t (siehe Kap. 4.2.3), um toxische Effekte, die der Betrachtung im Lichtm
blieben, aufzudecken. Die Abb. 5.3.15 veranschaulicht die dabei erm

fü
g

48h Induktion:  UVA: 16 J/cm2 UVA: 8 J/cm2 UVA: 1 J/cm2 UVA: 0 J/cm2
 UVA: 16 J/cm2 UVA: 8 J/cm2 UVA: 1 J/cm2 UVA: 0 J/cm224h Induktion:

α-NP

rä
r

[
un

g 
nd

e
V

e



Ergebnisse: - EROD - 87

 
 

 
 
Abb. 5.3.15: MTT an HaCaT nach UVA- Bestrahlung, 3-MC-Induktion, α- NP- Hemmung 
 und EROD 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), ER (2µM). Die Kontrolle 
wurde 96h nur mit Medium inkubiert, alle anderen Wells enthielten ER. ER und α-NP in allen Fällen 24h. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 15 Experimenten dargestellt; die statistische Auswertung mittels einseiti-
ger ANOVA ergab für alle p > 0,05 gegenüber der Kontrolle. 
 
Wenngleich die Standardabweichungen für die MTT- Bestimmung recht hoch ausfielen, w

0

24h mit Medium
48h mit Medium

24h mit 3-MC
48h mit 3-MC

24h mit 3-MC + 24h mit α-NP
48h mit 3-MC + 24h mit α-NP

Kontrolle: ohne Bestrahlung, nur Medium über den gesamten Versuchszeitraum
UVA: 0 J/cm2 1 J/cm2                        8 J/cm2                          16 J/cm2

ird 

 
Inkubationszei eh de Leb fähigk estätig die Da nd A en 
aus Kapitel 5.2.2. 
 
5.3.1.5 Einfluss von hlu

deutlich, dass in den bisher durchgeführten Versuchen mit UVA- Bestrahlung toxische Effek-
te keine Rolle spielten. Die etwas höheren Werte für 3-MC, wie auch die, mit fortschreitender

t, tendenziell abn men ens eit b en ten u ussag

 UVB- Stra ng 

In Abhängigkeit vom zu untersuchenden Effekt des UVB- Lichtes wurden in der Literatur 

ts mit Dosen zwischen 20 und 

gelöste 
Zellen gefunden wurde, ergaben sich im Elektronenmikroskop geschrumpfte Zellen mit ver-
dichtetem Zellkern (Fotos in [69]). Die nachfolgende Abb. 5.3.16 zeigt eigene, lichtmikrosko-
pische Aufnahmen von HaCaT- Zellen nach 100 mJ/cm2 UVB und die Kontrolle ohne Be-
strahlung.  
Somit wurden alle weiteren Versuche auf 25 und 50 mJ/cm2 UVB begrenzt. 

Strahlendosen von 5 bis 300 mJ/cm2 verwendet [69;70;83;84;106;121;146;181]. Dabei zeig-
ten sich in den geringeren Dosen apoptotische Ereignisse in den Zellen, die mit der Zunahme 
der UVB- Dosis in nekrotische übergingen. Genaue Grenzen scheint es hierbei nicht zu 
geben, so wurden nekrotische Effekte an HaCaT’s berei
30mJ/cm2 festgestellt [121], andere Autoren fanden an NHK nach UVB- Bestrahlung mit 
50mJ/cm2 Hinweise für apoptotisch veränderte Zellen. Hier traten nekrotische Ereignisse erst 
bei einer extrem hohen UVB- Dosis von 300mJ/cm2 auf [69]. 
Wie unter Kap. 4.3.1.3 d) angesprochen, sollte in der vorliegenden Arbeit die Auswirkung 
von 25; 50 und 100mJ/cm2 UVB- Strahlung auf das fremdstoffmetabolische Verhalten von 
HaCaT- Zellen untersucht werden. Der Einsatz von 100mJ/cm2 erwies sich sehr schnell als 
nicht praktikabel - 24h nach der Bestrahlung, bei der Entfernung der Medien, zeigte sich, dass 
alle Zellen vom Gefäßboden abgelöst waren. Untersuchungen ergaben, dass die Ablösung der 
Zellen, deren Tod bedingte. Wenngleich in der Literatur keine DNA- Fragmente für ab
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Abb. 5.3.16: Lichtmikroskopische Aufnahme eines HaCaT- Monolayers 24h nach UVB- Be-
 strahlung; links: 100 mJ/cm2 ; rechts: unbestrahlte Kontrolle  

) Vergleich von natürlichem mit künstlichem UVB- Licht 

ie Beziehung zwischen UVB-Strahlendosis in den Versuchen und der natürlichen Strahlung 
urde entsprechend Kapitel 4.5.2.1 selbst ermittelt, da für Bestrahlungen mit der eingesetzten 
ammer dies in der Literatur bisher nicht beschrieben war. 
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Abb. 5.3.17: Auftreffen ausgewählter UVB- Dosen auf der Erde 
Bestimmung an einem sonnigen, wolkenlosen Sommertag (30.07.
Himmel (01.08.02, nur vereinzelte Wolken) 
 
Aus Abb. 5.3.17 ist gut zu erkennen, das UVB-Dosen von 25 mJ/cm2 in 4-5 min auf der Erde 
auftrafen. Je nach Uhrzeit und Bewölkung dauerte es 7-11 min ehe 50 mJ/cm2 erreicht waren, 
und um 100 mJ/cm  zu messen, vergingen knapp 15 bis 24 min. Verglichen mit UVA, war für 
UVB die Zeit in der Bestrahlungskammer zur Erreichung der angegebenen Strahlendosen we-
sentlich geringer. Es dauerte 0,5 min, 1 min und 

2100mJ/cm  zu bestrahlen. D.h. in ca. einem Zehntel der Zeit gegenüber der Natur traf die glei-
che UVB- Strahlung auf die HaCaT- Zellen. Es ist anzunehmen, dass dies ein weiterer Grund 
für die beobachtete Schädigung der Zellen nach UVB (100 mJ/cm2) neben der generell star-
ken Toxizität hoher UVB- Dosen ist. Als Ursache der ausgeprägten Zellschädigung könnte 
auch der vergleichsweise geringe Abstand des Zellmaterials von den UV- Röhren in Betracht 
kommen (18 cm). In anderen Arbeitsgruppen reichte dieser von 20 cm für HaCaT- Bestrah-
lungen [95;207] bis zu 35 cm für NHK [69] bzw. HaCaT [177]. 
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b) EROD nach UVB- Bestrahlung 

Der Versuchsablauf entsprach dem unter Kap. 4.3.1.3 d) Beschriebenen. HaCaT- Zellen, die 
zuvor mit UVB- Licht bestrahlt wurden, sollten mittels EROD auf Veränderungen in ihrem 

) 

 UVB- Bestrahlung mit 25 bzw. 50mJ/cm2. Da es sich um zwei un-

 

metabolischen Verhalten der Cytochrom- Enzyme 1A1/A2 untersucht werden. 
Diese Versuche wurden zu einem früheren Zeitpunkt als die UVA- Bestrahlungen durchge-
führt. Aus diesem Grund finden sich hier in allen Experimenten neben Untersuchungen mit 3-
MC- Induktion (2µM) auch solche mit PB- Induktion (1mM), beides über 24h oder 48h. Als 
Inhibitor kam in allen Fällen α- NP (1µM) für 24h zum Einsatz. Die Zeit mit dem Substrat 
ER (2µM) betrug ebenfalls immer 24h.  
Zunächst wurde das Verhalten zwischen UVB- bestrahlten Zellen und den unbestrahlten Kon-
trollen untersucht (Abb. 5.3.18 a) und in der Folge diese Ergebnisse mit den Werten aus Abb. 
5.3.13 nach UVA- Bestrahlung verglichen (Abb. 5.3.18 b). Die Induktionszeit betrug für diese 
Untersuchung einheitlich 48h.  
a) 
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Abb. 5.3.18: EROD an HaCaT nach UV- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion (48h) 
 durch 3-MC oder PB und anschließender Hemmung per α- NP 
a) Dargestellt sind die Resorufin- Werte für

16 J/cm2
  8 J/cm2 50mJ/cm

 Kontrolle zu UVA
 Kontrolle zu 50mJ/ cm

3-MC +     PB0

2

UVA-bestrahlt:

2

α-NP

fin
n]

abhängige Versuche handelt, sind dazu die jeweiligen unbestrahlten Kontrollen mit angegeben. Zum Vergleich 
wurden die Werte zweier unbestrahlter Versuche in die Darstellung aufgenommen, deren Zellen bei Induktorzu-
gabe noch keine Konfluenz erreicht hatten. 
b) Dargestellt sind die Resorufin- Werte für UVB- im Vergleich zu UVA- Bestrahlung und ohne Bestrahlung. 
Für UVB wurde mit HaCaT- Zellen der Passagen 35 und 36 gearbeitet, für UVA kam P38/39 zum Einsatz. 
Bei allen Versuchen betrug die Zeit mit α- NP und ER jeweils 24h. Die Vermessung des Resorufin erfolgte so-
mit 96h nach der Bestrahlung. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM). Es sind 
in allen Fällen die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt. 
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Die ermittelten Resorufin- Werte lagen nach 25 mJ/cm2 UVB immer signifikant über der mit-
geführten unbestrahlten K
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ontrolle, ganz gleich, ob nur mit Medium inkubiert; induziert oder 
/cm2 UVB 

gen nach der Bestrah-

t wurde, sollte an 

ur-

estrahlung. Die Reso- Mengen hier waren vergleichbar mit der uninduzierten Kontrolle. 
uch in Versuchen mit UVB konnte in den bestrahlten Proben nach 96h signifikant mehr Pro-
in gegenüber der entsprechenden unbestrahlten Kontrolle nachgewiesen werden (vgl. Abb. 
.3.12 b mit Abb. 5.3.19). 

 

bb. 5.3.19: Proteingehalt zu: EROD an HaCaT nach UVB

induziert + inhibiert wurde (statistische Auswertung nicht dargestellt). Für 50 mJ
galt weitgehend das gleiche, lediglich die Werte mit PB- Behandlung la
lung signifikant unter den entsprechend uninduzierten Kontrollwerten.  
Da in den Bestrahlungsversuchen immer mit konfluenten Zellen gearbeite
der Stelle ein Vergleich der unbestrahlten Kontrollen zu ansonst gleich behandelten, unkon-
fluenten Zellen gezogen werden (Abb. 5.3.18 a). Im Ergebnis fanden sich für 3-MC- induzier-
ten Zellen im Mittel 2,7-fach höhere Reso- Werte in den unkonfluenten HaCaT- Zellen. W
den die Zellen nach der 3-MC-Induktion mit α-NP gehemmt, lieferten die unkonfluenten Zel-
len 4,7-fache höhere Resorufin- Werte. Im Grundlevel (=Kontrolle) und den PB- behandelten 
Zellen zeigten sich diesbezüglich keine wesentlichen Unterschiede.  
Der Vergleich der Grundaktivitäten von UVA- und UVB- bestrahlten HaCaT- Zellen (Abb. 
5.3.18 b), verdeutlicht die mit steigender UVA- Strahlendosis zunehmende EROD- Aktivität. 
Die Resorufin- Mengen UVB- bestrahlter Zellen übertrafen ihre mitgeführten unbestrahlten 
Kontrollen, sie erreichten Reso- Werte im Bereich derer nach UVA 0 J/cm2 und 1 J/cm2. Ein 
vergleichbares Bild fand sich für die 3-MC- induzierten Zellen, einzige Ausnahme – die Be-
strahlung mit 50 mJ/cm2 lieferte geringere Reso- Mengen im Bereich der unbestrahlten Kon-
trollen, ebenso fiel dieser Wert mit nachfolgender α-NP-Hemmung sehr niedrig aus. Allge-
mein wurden durch α-NP-Behandlung in allen Fällen die Reso- Werte unter das Kontrollni-
veau herabgesetzt. Phenobarbital induzierte die EROD nicht, ganz gleich nach welcher UV-
B
A
te
5

A - Bestrahlung, Induktion durch  
 3-MC oder PB, Hemmung per α- NP 
a) 24h Induktion = 72h nach der Bestrahlung b) 48h Induktion = 96h nach der Bestrahlung 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM). 
Inhibition und ER in allen Fällen 24h. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 
0,05 gegenüber der jeweiligen unbestrahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA. 
 
Es fällt auf, dass, unabhängig ob Induktion, Inhibition oder nur Medium, der Proteingehalt 
gleich bestrahlter Gruppen immer annähernd konstant war. Das bedeutet, die Induktion durch 
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3-MC mündete nicht in einer Erhöhung des Proteingehaltes. Unterschiede in der Darstellung 

rsucht. In den obigen Versuchen 
etrug die Induktionszeit mit 3-MC oder PB einheitlich 48h. Die nächste Abbildung zeigt den 

ntsprach der Wert 500 pmol Reso/mg Protein nach 3-MC-Induktion annähernd den Reso- 
engen mit nachfolgender α-NP-Hemmung aus den UVA- Versuchen. Dagegen lagen die 
eso- Werte nach 25 mJ/cm2 UVB und 24h Induktion für alle 4 Gruppen im Bereich der un-

-
trahlung. 

en sich für 25 mJ/cm2 UVB generell Resorufin- Mengen, die in allen Gruppen niedriger als 
n, so waren für 50 mJ/cm2 UVB diese Werte durchweg 

von Reso/ml und Reso/mg Protein, wie sie für UVA in Abb. 5.3.11 a und c gezeigt wurden, 
traten hier nicht auf. 
Bereits zu Beginn des Kapitels angesprochen, wurde nicht nur der Einfluss verschiedener 
Strahlendosen, sondern auch die Auswirkung zweier Induktionszeiten auf das metabolische 
Verhalten der HaCaT- Zellen nach UVB- Bestrahlung unte
b
Bezug dieser Werte zur 24stündigen Induktion, es blieben alle anderen Parameter unverän-
dert. Die Abbildungen 5.3.20 und 5.3.13 lassen einen direkten Vergleich zwischen UVB und 
UVA- bestrahlten HaCaT- Zellen zu. 
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Abb. 5.3.20: EROD an HaCaT nach UVB- Strahlung mit nachfolgender Induktion per 3-MC 
 oder PB und anschließender Hemmung per α- NP - Vergleich von 24-stündiger 
 mit 48stündiger Induktionszeit 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM). 
Inhibition und ER in allen Fällen 24h. Die Vermessung des Resorufin erfolgte 72h bzw. 96h nach UVB. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbe-
strahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
 
Die Resorufin- Mengen nach UVB- Bestrahlung wichen z.T. sehr stark von denen nach UVA- 
Bestrahlung ab. Besonders fällt auf, dass alle Werte nach 24h Induktion und 50 mJ/cm2 weit 
unter denen der unbestrahlten Kontrollen und den mit 25 mJ/cm2 bestrahlten Proben lagen. So 

UVB: 50 mJ/cm2
 UVB: 25 mJ/cm

e
M
R
bestrahlten Kontrollen und waren außerdem vergleichbar mit den Daten aus der UVA- Be
s
Nach 48h Induktion und somit 96h nach der Bestrahlung zeigte sich ein anderes Bild. Erga-
b
nach der 24stündigen Induktion lage
höher, verglichen mit 24h Induktion.  
Wie schon zuvor erwähnt, führte UVB (25 mJ/cm2) nach 48-stündiger Induktion zu signifi-
kant erhöhten Resorufin- Mengen (einzige Ausnahme: 48h PB) in Bezug auf die unbestrahl-
ten Kontrollen, noch bei 24h unterschieden sich diese Werte kaum von der Kontrolle. Es muss 
an dieser Stelle auch festgestellt werden, dass die Mediumkontrollwerte aller Gruppen 96h 
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sorufin- 

kaum von der unbestrahlten Kontrolle unterschied. 
 

on denen nach 1 J/cm2 UVA lagen, sowohl 72h als auch 96h nach den Bestrahlungen. 

a im Lichtmikroskop bereits 24h nach Bestrahlung mit UVB (50 mJ/cm2) die HaCaT- Zel-
n deutliche Schädigungen, wie Schrumpfung und zunehmende Vakuolisierung aufwiesen, 

m 

ur-

nach der Bestrahlung niedriger als 72h nach der Strahlung lagen. Mit 50 mJ/cm2 UVB und 
24h Induktion kam es zu extrem geringeren Reso- Werten, für 3-MC betrug die Re
Menge nur noch rund 20% gegenüber unbestrahlten und 25 mJ/cm2-bestrahlten HaCaT- Zel-
len. Nach 48h Induktion waren die Werte für 50 mJ/cm2 UVB zwar deutlich höher, konnten 
aber die Werte nach der 25 mJ/cm2-UVB-Bestrahlung nicht erreichen. 
Der Vergleich der Proteinmengen 72h und 96h nach der Bestrahlung lieferte ein vergleichba-
res Bild zu allen bisherigen Versuchen (Abb. 5.3.19 a und b). 
Analog zu Abb. 5.3.14 ist die Abb. 5.3.21 aufgebaut. Sie gibt die EROD- Werte nach UVB 
an, wenn die Medium- Kontrollen 100% gesetzt wurden. Im Gegensatz zur UVA- Strahlung 
ließen sich für UVB- bestrahlte HaCaT- Zellen hinsichtlich der prozentualen Resorufin- 
Mengen keine grundsätzlichen Tendenzen in Bezug auf Strahlendosis und Induktionszeit 

on 25 mJ/cm2 UVB- bestrahlten Zellen in den einzelnen Gruppen konstant war und sich 
ableiten. Es ist zu erkennen, dass, ganz gleich nach welcher Zeit, die prozentuale Veränderung 
v

 0
α-NP

 
 
Abb. 5.3.21:EROD an

2
 U UVB: 0 mJ/cm224h Induktion:

 HaCaT nach UVB m

Menge (pmol/mg Protein), wenn die K
onfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentratione

Kontrolle 3-MC

50

it nachfolg
r prozentualen Resorufin- 

ontrolle ohne Ind. und Inh. = 100% 
n: 3-MC (2µM), PB (1mM) α-NP (1µM), ER (2µM). 

Ein Vergleich der Resorufin- Mengen zwischen UVA- und UVB- behandelten Zellen hin-
ichtlich der einzelnen Strahlendosen ergab, dass die Werte nach 25 mJ/cm2 UVB im Bereich 

 UVB: 25 mJ/cm2 UVB: 0 mJ/cm48h Induktion:

ender Induktion durch 3-MC oder PB 
 UVB: 50 mJ/cm2

 und Hemmung per α- NP; Darstellung de
 
K
Inhibition und ER in allen Fällen 24h. Die Vermessung des Resorufin erfolgte 72h bzw. 96h nach der Bestrah-
lung. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt. 
 

s
v
c) MTT nach UVB und EROD 

D
le
sollten die Auswirkungen der Strahlung in Kombination mit den Induktoren, α-NP und de
Substrat ER getestet werden. Dazu wurden die mit UVB-Bestrahlung durchgeführten Versu-
che unter analogen Bedingungen wiederholt, um der Resorufin- Vermessung einen MTT- 
Test anzuschließen (siehe auch Kap. 4.2.3). Die hier aufgeführten Kontrollen wurden aus-
schließlich mit Medium behandelt. Neben den Kombinationen Induktor + Inhibitor + ER w
de zusätzlich die alleinige Toxizität von ER bzw. α-NP + ER nach UV- Bestrahlung unter-
sucht. Es wurde ein zweiter Versuch mit längeren Induktionszeiten (80h) oder längerer Inhibi-
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Medium-Kontr. ER 3-MC 3-MC+   -NP  -NP PB PB+   -NP
0
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60

 UVB: 50 mJ/cm2; ggf. 24h Induktion; 24h α-NP + 24h ER
 UVB: 50 mJ/cm2; ggf. 48h Induktion; 24h α-NP + 24h ER
 UVB: 25 mJ/cm2; ggf. 48h Induktion; 24h α-NP + 24h ER

αα α
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tion (56h) + ER- Zeit (56h) unternommen, um vertiefende Aussagen zur Toxizität machen zu 
können. Alle Ergebnisse sind in den Abbildungen 5.3.22 a und b) dargestellt.  
a) 
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aus insgesamt folgende Versuchszeiten nach Bestrahlung:  
 72h 104h 
 96h 128h 
Es sind die Mittelwe

 
  
 
 
 
 
 
Abb. 5.3.22: MTT an HaCaT nach UVB- Bestrahlung, nachfolgender Induktion durch 3-MC 

oder PB, Hemmung per α- NP und anschließender EROD 
onfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM).  

estrahlung wurden die Induktoren für den entsprechenden Zeitraum zugegeben, die anderen 
er 

ergaben sich dar-

rte ± SD von n = 12 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbe-
trahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 

 nicht durch Zellzu-
achs überdeckt. 

Eine Beeinträchtigung der Lebensfähigkeit konnte für α-NP, PB und PB + α-NP in den 128 

 
K
24h nach der B
Gruppen verblieben in dieser Zeit mit Medium. Nach entfernen aller Lösungen erhielt die Kontrollgruppe wied
Medium, die 2., 3. und 6.Gruppe nur ER; allen anderen Wells wurde α- NP + ER zugesetzt. Es 

s
 
Es fällt auf, dass die Lebensfähigkeit der HaCaT- Zellen aus dem 72-stündigen Versuch alles 
andere übertraf, ganz gleich, womit inkubiert wurde. Daraus kann geschlussfolgert werden, 
dass die Zeit nach der Bestrahlung und damit die gesamte Versuchsdauer erheblichen Einfluss 
auf die Vitalität der Zellen hat. Bei den Bestrahlungsversuchen wurde dies besonders deutlich, 
da bei Versuchsbeginn bereits ein konfluenter Monolayer vorlag, wodurch die Kontakthem-
mung die weitere Zellteilung einschränkte, so dass die induktiven Effekte, insbesondere des 
3-MC, kaum zum tragen kamen. Somit wurden toxische Erscheinungen
w
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Stunden währenden Versuchen nachgewiesen werden (alles in Kombination mit ER). Für PB 
deutete sich diese Toxizität bereits in den vorangegangenen MTT- Tests an (vgl. Tab. 5.2.2), 
wenngleich in diesen Fällen nur PB bis 72h untersucht wurde. Für α-NP (1µM) allein fanden 
sich bisher keine schädlichen Wirkungen auf HaCaT- Zellen. Allerdings endeten vorangegan-
gene Testungen nach 90h und schlossen auch nicht die Kombination mit ER ein.  
Die längere Zeit (56h) mit ER und α-NP beeinflusste die Zellen gegenüber der sonstigen In-
kubationszeit von 24h nicht negativ. 
Die vermutete Toxizität nach 50 mJ/cm2 UVB konnte hingegen weder gegenüber den unbe-
strahlten Kontrollen noch gegenüber 25 mJ/cm2 UVB belegt werden, lediglich nach 48h PB 
eigten sich breite Schwankungen in der Lebensfähigkeit, die sich in einer entsprechenden 
tandardabweichung nieder schlugen.  
omit lässt sich insgesamt feststellen, dass die im Lichtmikroskop beobachteten Beeinträchti-

2 o-

ieferte, 

ische Effekte durch die UVB-Bestrahlung aufzudecken. Die genaue Durchführung ist in Ka-

 oder PB, Hemmung per α- NP und anschließender EROD 
onfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), PB (1mM), α-NP (1µM), ER (2µM).  

edium, die 2.
s insgesamt V

 

m Vergleich zum analogen Versuch der Toxizitätsermittlung per MTT (Abb. 5.3.22 a), lie-
nisse. Zunächst ist zu sehen, dass es für die kürzere Induk-

z
S
S
gungen der HaCaT- Zellen nach 50 mJ/cm  UVB nicht in einer erhöhten mitochondrialen T
xizität mündeten. 
d) Neutralrot nach UVB und EROD 

Da der MTT- Test keine Anhaltspunkte für eine Zellschädigung nach 50 mJ/cm2 UVB l
wurde für diese Versuche der Neutralrot (NR)-Test herangezogen, um eventuelle membranto-
x
pitel 4.2.3 beschrieben. Es wurden zunächst, wie in allen Versuchen zuvor, die Bestrahlung, 
die Induktion, die Inhibition und die Umsetzung mit ER durchgeführt, im Anschluss daran 
folgte der NR- Test. 
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Abb. 5.3.23: NR an HaCaT nach UVB- Bestrahlung, nachfolgender Induktion durch 3-MC 
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* p < 0,05 gegenüber der unbestrahlten Medium-Kontrolle (1.Balken)
 UVB: 50 mJ/cm2; ggf. 24h Induktion; 24h α-NP + 24h ER
 UVB: 50 mJ/cm2; ggf. 48h Induktion; 24h α-NP + 24h ER
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 UVB:   0 mJ/cm2; ggf. 48h Induktion; 24h α-NP + 24h ER

K
24h nach der Bestrahlung wurden die Induktoren für den entsprechenden Zeitraum zugegeben, die anderen 
Gruppen verblieben in dieser Zeit mit Medium. Nach entfernen aller Lösungen erhielt die Kontrollgruppe wieder 
M , 3. und 6.Gruppe nur ER; allen anderen Wells wurde α- NP + ER zugesetzt. Es ergaben sich dar-
au ersuchszeiten nach Bestrahlung von 72h und 96h. 
Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen unbe-
strahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest.
 
I
ferte der NR-Test andere Ergeb
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tionszeit keinen Vorteil bezüglich der Lebensfähigkeit gab. Im Gegenteil, hier zeigte sich die 
zytotoxische Wirkung von PB und PB + α-NP in Kombination mit ER besonders deutlich. 
Der Abfall der Lebensfähigkeit für ER und 3-MC nach UVB (25 mJ/cm2) kann eine mögliche 

ehr geringen Reso- Werte nach 50 mJ/cm2 UVB und 24stündiger Induktion bzw. 72stündiger 
ersuchsdauer. Aufgrund längerer Induktions- und damit Versuchszeiten war es den Zellen 

cheinbar möglich, diese Schäden entweder zu reparieren oder durch Zellzuwachs auszuglei-
hen, so dass nach 96stündiger Versuchsdauer die Reso- Mengen merklich höher lagen (vgl. 

Erklärung für die geringeren Reso- Mengen nach 48stündiger Induktion in der Abb. 5.3.20 
(rechte Seite) gegenüber der linken Seite mit der gleichen Bestrahlung und nur 24stündiger 
Induktion sein.  
Außer den eben erwähnten Auffälligkeiten ließ sich auch durch den NR- Test keine generell 
höhere Toxizität durch Bestrahlung mit 50 mJ/cm2 UVB gegenüber den Kontrollen oder den 
mit 25 mJ/cm2 UVB bestrahlten HaCaT- Zellen nachweisen. 
Damit führten die im Mikroskop beobachteten Zellschädigungen nach 50 mJ/cm2 UVB offen-
sichtlich nicht zur Beeinträchtigung der mitochondrialen Aktivität und auch nicht zur Schädi-
gung der Zellmembranen. Möglicherweise sind diese Schäden der Zellen der Grund für die 
s
V
s
c
Abb. 5.3.20). 
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Zunächst wurde für das entstehende Produkt 7-Hydroxycoumarin (7-HC) mit Hilfe eines Flu-
oreszenz- Spektrophotometers ein Absorptions-/ Emissionsspektrum aufgezeichnet (7-HC 
1µM in Medium Balk). Dabei lag das Extinktionsmaximum des Anregungsspektrums bei 381 

Spektren wieder. 
Dementsprechend konnte in der Folge mit dem Excitationsfilter 390 nm und dem Emissions-
filter 460 nm gearbeitet werden. 
 

 
 
 

 
 

DMEM-  
Medium Balk  

nd Inhibition

5.3.2 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD) 
 

nm, das des Emissionsspektrums bei 456 nm. Die Abb. 5.3.24 gibt diese 

 
Abb. 5.3.24: Spektren von 7-Hydroxycoumarin (1µM) nach Vermessung in 
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5.3.2.1 Bestimmung der Grundaktivität, der Induzierbarkeit u  

eit halber erfolgt im Weiteren die 
ezeic g 
us β

bb. 5.3.25: ECOD an HaCaT nach Induktion mit 3-Methylcholanthren und anschließender 

Es klang bereits unter Material und Methoden (Kap. 4.3.2.3 a) an, dass die Bestimmung von 
7-HC im Medium ohne weitere Zusätze nicht gelang. In der folgenden Abb. 5.3.25 sind drei 
Abwandlungen der Durchführung dargestellt. Der Einfachh
B hnung β-Glucuronidase bzw. β-Gluc., es handelte sich aber immer um eine Mischun

-Glucuronidase mit Sulfatase (siehe Kap. 4.9). 
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 nach der Umsetzung Zugabe von 50µl β-Glucuronidase (100

  anschließend Zugabe von 500µl Glycinpuffer pH10,4

α-

0U/ml)-2h Inkubation (37°C);

A
 Hemmung per α- Naphthoflavon unter verschiedenen Assay- Bedingungen 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 80%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), EC (125µM). Die Induk-
tionszeit mit 3-MC betrug 24h, die Zeit mit α-NP und EC lag in allen Fällen bei 48h. Es wurde darauf geachtet, 
dass die Endkonzentrationen EC für alle Behandlungen gleich war. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Ex-
perimenten dargestellt. 
 
Aus der vorstehenden Abbildung ist ersichtlich, dass die alleinige Umsetzung von EC in Me-
dium zu konstanten 7-HC-Werten um 400 pmol/mg Protein führte, unabhängig, ob die Zellen 
zuvor induziert, oder nachfolgend gehemmt wurden. Das gleiche Bild ergab sich, als nach der 
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Deethylierung der pH-Wert des Mediums erhöht wurde. Erst der Einsatz von β-Glucuronidase 
erbrachte eine drastische Veränderung in den 7-HC- Mengen. Nun wurde eine Grundaktiviät 
der 7-Ethoxycoumarindeethylase von ca. 760 pmol 7-HC/mg Protein nach Einsatz von 7-EC 
(125µM) über 48h bestimmt. Der Wert nach 24stündiger Induktion mit 3-MC stieg gegenüber 
dem Basislevel um das 6,6-fache auf ca. 5050 pmol HC/mg Protein. Eine Hemmung dieser 

duktion gelang mit α-NP, so dass nach 48h der 7-HC-Wert wieder annähernd das Basisni-
e Zellen, mikroskopisch betrachtet, deutlich geschädigt. 

tersuchung, in 

rstehen. Aufgrund der Möglichkeit, weitere Phase-II-

gestellten Ergebnisse beziehen sich auf die in Kap. 4.3.2.3 a) 
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die zu starke Toxizität. Die geringere Konzentration von α-NP ist eine mögliche Ursache, 
dass die Menge an 7-HC nach 3-MC- Induktion durch diesen Inhibitor nicht wieder auf den 
Basislevel abgesenkt werden konnte. Lediglich mit EC (100µM) und α-NP (0,5µM) war eine 

In
veau erreichte, allerdings waren dies
Schlussfolgernd aus diesen Ergebnissen konnte in allen weiteren Versuchen das freie 7-HC 
erst nach der Deglucuronidierung/-sulfatierung bestimmt werden, da das aus 7-EC gebildete, 
freie 7-HC sofort durch Phase-II-Reaktionen weiter umgesetzt wurde. Eine Un
welchem Verhältnis Glucuronide und Sulfate zueinander stehen, erfolgte nicht. Es wurde 
nicht geprüft, ob neben diesen beiden Reaktionen noch andere Phase-II-Reaktionen, wie z.B. 
Glutathionkonjugation, Acetylierung und andere zum tragen kamen. Die im Weiteren vorge-
stellten Ergebnisse sind somit als Menge an freiem 7-Hydroxycoumarin, erhalten nach Deglu-
curonidierung und Desulfatierung, zu ve
Konjugate zu bilden, könnte die Umsatzrate etwas höher liegen. Eine sehr deutliche Verände-
rung der Ergebnisse ist allerdings auszuschließen, da es sich bei der Deglucuronidierung und 
der Desulfatierung um die beiden für OH-Gruppen am bedeutendsten Phase-II-Reaktionen 
handelt [23]. Alle folgenden dar
angegebenen Versuchsbedingungen, d.h. die Zeit mit dem Substrat 7-EC und den verschiede-
nen Inhibitoren betrug immer 24h. 
Als INDUKTOR fand zunächst nur 3- Methylcholanthren (3-MC) in 2µM-er Konzentration 
Verwendung. Zur INHIBITION kamen α- Naphthoflavon (α-NP) -0,5µM- und Proadifen
(Pro) -50µM- zum Einsatz. In den Toxizitätstests (Kap. 5.2) erwiesen sich diese Kombinatio-
nen, wie auch die einzelnen Substanzen, als akzeptabel in ihrer Beeinträchtigung der Lebens-
fähigkeit der HaCaT- Zellen über einen Zeitraum von 48h. Eine angenommene Produktmenge
von bis zu 100µM 7-HC erbrachte, ebenfalls über 48h, keinerlei Toxizität gegenüber den Zel-
len. Die nachfolgende Abb. 5.3.26 zeigt das Basislevel (bezeichnet als Kontr.) der ECOD für
drei verschiedene Konzentrationen 7-EC, sowie die Induktionskapazität des Enzyms nach 3-

C- Behandlung und die Auswirkungen des Einsatzes der Inhibitoren α-NP bzw. Proadifen. 
e Abb. 5.3.26 macht deutlich, dass die Menge an gebildetem 7-Hydroxycoumarin im Basis-

level nicht mit steigender 7-EC-Konzentration zunimmt, im Gegenteil sie nimmt, zwar nich
nifikant, aber tendenziell ab. Diese Abnahme ist vermutlich auf die steigende Toxizität des
bstrates zurückzuführen (vgl. Abb. 5.2.19). Die Induktion mit 3-MC ergab für alle 7-EC- 
nzentrationen signifikant über dem Basisniveau liegende 7-HC- Werte. Der Einsatz des In-
itors α-NP konnte in Kombination mit 7-EC nur in 0,5µMer Endkonzentration erfolgen, 

d nicht, wie oben und in den EROD- Untersuchungen, mit 1µM. Der Grund war wiederum
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signifikante Reduktion der 7-HC-Werte gegenüber der reinen Induktion zu beobachten. Die 
Kombination 7-EC (250µM) + α-NP (0,5µM) vermochte die Produkt- Menge gegenüber der 
vorherigen 3-MC-Induktion nicht zu reduzieren. Die größte untersuchte Substrat- Konzentra-
tion von 500µM ergab mit α-NP (0,5µM) eine nicht signifikante Verminderung der 7-HC- 
Menge.  
a) b) 
 

 

  

bb. 5.3.26: ECOD an HaCaT nach Induktion mit 3-Methylcholanthren und anschließender 
 Hemmung per α- Naphthoflavon oder Proadifen 

ei den Abbildungen handelt es sich um das gleiche Diagramm. Die doppelte Darstellung dient der Erläuterung 
unterschiedlicher statistischer Aspekte. Konfluenz zu Versuchsbeginn 80%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), 

-NP (0,5µM), Proadifen (50µM). Die Induktionszeit mit 3-MC betrug 24h, die Zeit mit den Inhibitoren und EC 
g in allen Fällen bei 24h. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt. 
 Abb. a) wurde der t-Test nach Student für unverbundene Stichproben angewandt. Es wurde verglichen: 3-MC 

egen Kontrolle (*); 3-MC + α-NP gegen 3-MC (*) sowie 3-MC + Proadifen gegen 3-MC (*) jeweils für die 
nfer-

ni's multiplem ationen verglichen. 

thy-

rmehrter Produktbildung führte 
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ntration in Kombination 
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gleiche EC-Konzentration. In Abb. b) erfolgte die statistische Auswertung per einseitiger ANOVA und Bo
ro  Vergleichstest. Es wurden für jede Gruppe die verschiedenen EC- Konzentr
 
Drastischer fielen die Ergebnisse für die Verwendung von Proadifen als Inhibitor aus. In allen 
drei Kombinationen aus 7-EC und Proadifen lagen die 7-HC-Werte signifikant über denen der 
reinen 3-MC- Induktion. Dies lässt die Vermutung zu, das Proadifen in der Konzentration von 
50µM eine eher induzierende als inhibierende Auswirkung auf die Ethoxycoumarin- Dee
lierung hat. 
Obwohl eine größere 7-EC- Konzentration teilweise zu ve
(Abb. 5.3.26 2. Spalte: 3-MC und 4. Spalte: 3-MC + Proadifen), sind die Verhältnisse nicht li-
near. Für 3-MC heißt das, die Konz. 7-EC (250µM) führte nicht zu einer 2,5-fachen Erhöhung 
an 7-HC, gegenüber 7-EC (100µM), sondern nur zur 1,2fachen Steigerung. Für 500µM 7-EC 
ergab sich eine 1,2-fache Zunahme an 7-HC. In der Spalte 3-MC + Proadifen beliefen sich 
diese Steigerungen auf Faktoren von 1,4 bzw. 1,7. Gründe können die,
Konzentration, zunehmende Toxizität auf die HaCaT- Zellen als auch eine Sättigung des En-
zyms sein. 
Das Verhalten der Inhibitoren kann, durch die im theoretischen Teil angesprochene, unspezi-
fische Umsetzung des 7-ECs durch mehrer CYP- Isoenzyme, bedingt sein. Da gerade α-NP 
für die CYP 1- Familie als besonders spezifisch gilt, wäre die Umsetzung von 7-EC durch En-
zyme der CYP- Familien 2 und 3 durch diesen Inhibitor nicht zu beeinflussen. Aufgrund der 
deutlichen Zunahme der Toxizität bei Steigerung der α-NP- Konze
mit 7-EC, war es nicht möglich, die Ursachen für das Verhalten von α-NP zu klären. Anders 
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hl an Werten etwas über den zuvor ermittelten.  
 

 
 

 
 
 

 

mung per - Naphthoflavon oder Proadifen 

mit den Inhibitoren und EC lag ebenfalls bei 24h. Es sind die Mittelwerte SD dargestellt, dabei war die Werte-

g der 7-HC- Menge um den Faktor 13 bzw. 25 erreicht werden. Die 

 Faktor 1,3. Es konnten also in dieser Konzentration 
keine hemmenden Effekte ausgemacht werden. Anders verhielt es sich bei Verwendung von 
Proadifen 125µM. Hier wurde die 7-HC- Menge gegenüber den mit 3-MC-induzierten Zellen 
herabgesetzt, sie blieb aber dennoch 5-fach über dem Kontrolllevel. Optisch erschienen die 

verhält es sich bei Proadifen. Bereits im Kapitel 3.4.5 angesprochen, konnten Buening et al. 
und Anders et al. in den sechziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts für Proadifen sowohl 
hemmende als auch induzierende Effekte belegen [13-15;33;189]. Proadifen trug zu der Zeit 
noch die Bezeichnung SKF 525-A.  
Nachfolgend sind die Ergebnisse umfangreicher Tests mit Induktion durch 3-MC oder Pheno-
barbital (PB) in jeweils unterschiedlichen Konzentrationen dargestellt. Als Inhibitoren wurden 
α-NP und Proadifen in je zwei Konzentrationen getestet. Die ermittelten Daten sind in der 
Abb. 5.3.27 graphisch dargestellt. Die Ergebnisse der weiterführenden Untersuchungen zum 
Induktions- und Inhibitionspotential der 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylase bestätigten die 
Abb. 5.3.26 abgeleiteten Aussagen. In der Summe der Werte fielen die 7-HC- Spiegel für das 
Kontrolllevel etwas niedriger aus. Die gebildete Menge 7-HC nach 3-MC + Proadifen (50µM) 
lag durch die größere Anza

 
 

 
Abb. 5.3.27: ECOD an HaCaT nach Induktion mit 3-MC oder PB und anschließender Hem-
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Konfluenz zu Versuchsbeginn 80%. Endkonzentration EC: 250µM. Die Induktionszeiten betrugen 24h, die Zeit 

± 
anzahl n unterschiedlich: Kontr. - (n = 43); 3-MC (2µM) - (n = 40); 3-MC + α-NP (0,5µM) - (n = 14); 3-MC + 
Pro (50µM) - (n = 10), für alle anderen (n = 5) 
 
Insgesamt konnte durch 3-MC- Induktion in Abhängigkeit von dessen eingesetzter Konzen-
tration eine Steigerun
nachfolgende Hemmung mit α-NP führte zur Reduktion der 7-HC- Menge gegenüber den ent-
sprechend induzierten Zellen. Der Wert nach 0,5µMer α-NP- Behandlung lag aber noch um 
den Faktor 8,2 über dem, der mit Medium behandelten Kontrollzellen. Der Einsatz von α-NP 
2,5µM senkte die 7-HC-Werte auf nur noch das doppelte des Kontrollniveaus, allerdings bei 
deutlicher Toxizität auf die Zellen (Im Lichtmikroskop war deren Schrumpfung zu erken-
nen.). Wie schon erwähnt, steigerte Proadifen (50µM) die 7-HC-Menge der zuvor mit 3-MC 
induzierten Zellen nochmals um den
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HaCaT- Zellen nach dieser Inhibition kaum beeinträchtigt, allerdings lies der MTT- Test für 
diese Proadifen- Konzentration mitochondriale Schäden vermuten (vgl. Kap. 5.2.2.4). Nicht 
geklärt werden konnte, ob die Hemmung der ECOD nach Proadifen (125µM) auf der Inhibi-
tion von CYP- Enzymen oder der Zunahme der Toxizität der Substanz beruhte. Denkbar ist 
auch eine Kombination beider Effekte. Der Nachweis der Toxizität wurde selbst erbracht 
(Abb. 5.2.32 + Tab. 5.2.3). Die Fähigkeit des Proadifen sowohl induzierend als auch hem-
mend auf Enzyme zu wirken, wurde bereits in der Literatur belegt [13-15;189].  
Die nach Phenobarbital- Behandlung ermittelten 7-HC- Werte lagen, wie schon bei den 
EROD- Untersuchungen, für beide Konzentrationen unter den Medium- Kontrollwerten. Es 
wurde deshalb auf Testungen mit PB und Inhibitoren verzichtet. 
.3.2.2 Einfluss von UVA- Strahlung5  

m mit den Ergebnissen der EROD vergleichen zu können, erfolgte die Durchführung dieser 
. 

hten Toxizität in Kombination mit EC, in 1µMer 

erga-
2

allen sofort Unterschiede zwischen den einzelnen UVA- Dosen auf. 

2

 lies den Proteingehalt bis hin auf das Niveau der Kon-

2

der vorangegangenen 

sondere nach 3-MC- Induktion wurden die bisherigen Werte um das Dreifache unterschritten. 

U
Versuche analog. Der Ablauf der Bestrahlungsversuche ist in Kapitel 4.3.2.3 b) beschrieben
Das bedeutet, α- NP wurde, trotz seiner erhö
Konzentration getestet. Da Proadifen in den vorliegenden Untersuchungen der EROD keine 
Rolle spielte, wurde in den ECOD- Bestrahlungsversuchen darauf verzichtet. Es sei an dieser 
Stelle erwähnt, dass vorangegangene EROD- Untersuchungen für Proadifen (100µM) 
ben, dass nach UVA (8 J/cm ) das Level an Resorufin gegenüber vorheriger 3-MC- Induktion 
signifikant abnahm - auch gegenüber gleichbehandelten, unbestrahlten Zellen [51].  
Als Induktor kam 3-MC (2µM) zum Einsatz. Auf die Testung von PB wurde aufgrund der 
bisherigen Ergebnisse verzichtet. Die Induktion erstreckte sich über 24 oder 48 Stunden. Die 
Zeit mit dem Substrat 7-EC (250µM) und dem Inhibitor α- NP lag einheitlich bei 24h.  
Die Abb. 5.3.28 zeigt unterschiedliche Aspekte der Deethylierung von 7-EC zu 7-HC nach 
vorheriger UVA- Bestrahlung. Es ist ein direkter Vergleich zur EROD (Abb. 5.3.11) möglich. 
Bei einem ersten Blick f
Im Gegensatz zur EROD- Bestimmung lagen die Proteingehalte nach den verschiedenen 
Strahlendosen nicht durchweg über denen der Kontrollzellen, sondern die Bestrahlung mit 1 
J/cm  erhöhte die Proteinmenge maximal, höhere Dosen vermochten dies in geringerem Um-
fang. Die Steigerung der UVA- Dosen
trollzellen sinken. Da sich die 7-HC- Werte (pmol/ml) der unterschiedlichen Strahlendosen 
nicht signifikant unterschieden, resultierte aus den differenzierten Proteinwerten vergleichs-
weise niedrige 7-HC-Werte in der Darstellungsform pmol/mg Protein. Für die Medium- Kon-
trollzellen bedeutete dies, die 7-HC- Werte nach 1 und 8 J/cm  lagen signifikant unter denen 
der unbestrahlten Kontrollen. Nach 3-MC- Induktion ergaben sich aufgrund der großen Stan-
dardabweichungen keine signifikanten Veränderungen. In der Gruppe 3-MC und α-NP waren 
wiederum die 7-HC- Werte nach UVA 1 J/cm2 signifikant gegenüber der Kontrolle erniedrigt. 
Da die Bestrahlungsversuche bei einsetzender Konfluenz des HaCaT- Zellrasens begannen, 
unterschieden sich die hierbei ermittelten 7-HC-Werte von denen 
ECOD- Versuche, in denen der Versuchsbeginn bei 80%iger Konfluenz der Zellen lag. Insbe-
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Versuche lagen (vgl. Abb. 5.3.26). Die Werte mit α-NP- Hemmung lassen sich nicht direkt 
mit vorangegangenen ECOD- Versuchen vergleichen, da unterschiedliche Inhibitor- Konzen-
trationen zum Einsatz kamen. Im Versuch mit α-NP (1µM) konnten die 7-HC- Werte nach 
vorheriger 3-MC- Induktion auf, bzw. zum Teil unter das Kontrollniveau gesenkt werden. 
a) b) 
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Abb. 5.3.28: ECOD an HaCaT nach UVA- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-Methylcholanthren und Hemmung per α-Naphthoflavon 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), EC (250µM). Induk
Inhibition und EC in allen Fällen 24h. Die Abbildungen der prozentualen Veränderungen in d) und e) b
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e Induktor, ohne Inhibitor, zugrunde liegen die Werte 7-HC (pmol/mg 
± 

Insgesamt lässt sich nach diesem Versuch sagen, dass, im Vergleich zur EROD- Bestimmung 

sich auf die Kontrolle unbestrahlt, ohn
Protein). Es sind die Mittelwerte SD von n = 5 Experimenten dargestellt; *p < 0,05 gegenüber der jeweiligen 
unbestrahlten Kontrolle innerhalb einer Gruppe; einseitige ANOVA und Bonferroni's multipler Vergleichstest. 
 

(Abb. 5.3.11 e) für die 7-Ethoxycoumarindeethylierung Unterschiede in den 7-HC- Werten 
nach den verschiedenen Strahlendosen ermittelt wurden. Die Ursache dafür lag vordergründig 
in der Beeinflussung der Proteinmengen. 
Ein anderes Bild ergab sich nach 48h Induktion mit 3-MC (bzw. 48h Medium auf den Kon-
trollzellen). In den grauen und blauen Balken der Abb. 5.3.29 a) wird deutlich, dass der Wert 
für 7-HC der Kontrolle sehr niedrig lag. Verglichen mit der vorherigen Abbildung, den 24h 
behandelten Zellen, beliefen sich die Werte mit 50 bis 73 pmol/ ml auf nur noch ein Drittel 
bis ein Viertel, obwohl länger inkubiert wurde. Aus Abb. 5.3.29 a) ist erkennbar, dass mit zu-
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mender UVA- Dosis die 7-HC-Werte der Kontrolle abnahmen, wogegen die der 3-MC in-
uzierten Zellen zunahmen. Eine weitere Besonderheit bestand darin, dass, bei Bestrahlung 
er HaCaT- Zellen mit 1 J/cm2 und den nicht bestrahlten Zellen, sich nach 3-MC- Behandlung 

uch Induktion + Inhibition beliefen sich im selben Bereich von 50 bis 73 pmol/ ml. In alle 
bbildungen integ terer Vers it 3-MC (oder Medium) 
ber 96h und die nachfolgende Bestrahlung mit 1 J/cm2 UVA oder ohne Bestrahlung (grüne 

roßen Standardabwei-

ach zusätzlicher UVA- Bestrahlung noch weiter verminderte. Dies deutete auf zunehmende 
ellschädigung hin. Sind einzelne Zellen so geschädigt, dass ihr Inhalt austritt, verringert sich 

 messbare Proteingehalt der Zellen, da mit dem BioRad- Protein- Assay nur die Proteine 
us intakten, fest am Boden haftenden Zellen bestimmt werden (siehe Kap 4.4).   
) b) 

) d)        

 

e UVA- Dosen von 8 und 16 J/cm2 erbrachten nach 48h 3-MC eine Induk-
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Abb. 5.3.29:ECOD an HaCaT nach UVA- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-MC über verschiedene Zeiten und Hemmung per α-Naphthoflavon 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (1µM), EC (250µM). Induktion 
48 oder 96h, Inhibition und EC in allen Fällen 24h. Die Abbildungen der prozentualen Veränderungen in d) 
beziehen sich auf die zeitgleiche Kontrollgruppen unbestrahlt, ohne Induktor, ohne Inhibitor, zugrunde liegen die 
Werte 7-HC (pmol/mg Protein). Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt. 

Die Untersuchung mit 96-stündiger Induktion wurde durchgeführt, da, wie bereits erwähnt, 
nach 0 bzw. 1 J/cm2 UVA und 48h Induktion mit 3-MC keine erhöhten Werte für 7-HC nach-
weisbar waren. Di

 1 J/cm 0 J/cm

tion gegenüber den gleich behandelten Kontrollzellen von 1,2 bzw. 2,9, die mit α-NP wieder 
auf das Kontrollniveau gesenkt werden konnten. Nach 96-stündiger Induktion lag der 7-HC- 
Wert der unbestrahlten Proben mit 218 pmol/ml im Bereich der Werte nach 24-stündiger In-
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duktion. Durch 1 J/cm2 UVA (96h 3-MC) sank der Wert für 7-HC in allen Fällen unter die 
Werte der unbestrahlten Kontrolle. Obwohl gleichzeitig der Proteingehalt abnahm, fielen auch 
in der Darstellungsform 7-HC (pmol/mg Protein) die 7-HC- Werte der unbestrahlten Proben 

enn eine Induktion durch 3-MC erfolgte, dann nahm sie 

der mit Medium behandelten HaCaT- Zellen war nicht 

. Der Einsatz des Inhibitors α- NP (1µM) führte zu 7-HC-Werten, die nie 
leich wie und wie lange die Zellen inkubiert wurden.  

 (2,5µM) ihn nicht komplett hemmen konnte. Dagegen vermochte α-NP 

höher, als die UVA- bestrahlten Proben aus. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, w
mit steigender UVA- Dosis fast immer zu – einzige Ausnahme: nach 96h Induktion sank der 
Wert (vermutlich aufgrund von Toxizitäten und Alter der Zellen in Kultur). Jedoch fiel die In-
duktionsrate verglichen mit den Versuchen, die bei geringerer Konfluenz des Zellrasens be-
gannen, sehr gering aus. Das Verhalten 
eindeutig. Eine UVA- Bestrahlung vermochte es nicht, die gebildete Menge 7-HC gegenüber 
den unbestrahlten Zellen zu erhöhen, im Gegenteil, fast alle Werte lagen unter denen der un-
bestrahlten Proben
über dem Kontrollniveau lagen, ganz g
Zu den vorangegangen Ergebnissen ohne UV- Bestrahlung lassen sich aufgrund der hier er-
haltenen Ergebnisse erweiterte Aussagen ableiten. Die Konzentration α-NP (0,5µM) und das 
Arbeiten mit Zellen, die sich noch in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, führten 
dazu, dass die Werte nach 3-MC- Induktion nicht wieder auf das Kontrolllevel abgesenkt wer-
den konnten. Offensichtlich war der induzierende Effekt des 3-MC auf unkonfluente Zellen so 
stark, das selbst α-NP
(1µM) an konfluenten HaCaT- Zellen die 7-HC-Werte nach 3-MC- Induktion auf Kontrollni-
veau zu reduzieren (vgl. Abb. 5.3.27 und die beiden darauf folgenden). 
 
5.3.2.3 Einfluss von UVB- Strahlung 

Nach erfolgter UVB- Bestrahlung der HaCaT- Zellen wurden verschiedene Aspekte der 7-
Ethoxycoumarin-O-Deethylierung untersucht. Zunächst stand die Bestimmung der Deethylie-
rungsraten unterschiedlicher 7-EC- Konzentrationen in Kombination mit dem Induktor 3-MC 
und nachfolgender Hemmung durch den Inhibitor α-NP im Mittelpunkt.  
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Abb. 5.3.30: ECOD an HaCaT nach UVB- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch 
 3-Methylcholanthren und Hemmung per α-Naphthoflavon 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (0,5µM). Die Induktionszeit be-
trug 24h, die Zeit mit dem Inhibitor und EC lag ebenfalls bei 24h. Es sind die Mittelwerte SD dargestellt, die 
Anzahl der Werte lag bei n = 5 für Kontr. und 3-MC; n = 4 für 3-MC + α-NP. 

± 
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Die Abbildung 5.3.30 veranschaulicht ganz deutlich, dass mit zunehmender UVB- Dosis die 

r der 0,5µM-en Verwendung zu einer deutlicheren Reduktion der, nach vor-

enz des Zellrasens von 80%. 

 

 

 
Abb. 5.3.31: ECOD an HaCaT nach UVB- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-MC, Hemmung per α-Naphthoflavon oder Proadifen 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 80%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), EC (250µM). Induktion, Inhibition und 
EC in allen Fällen je 24h. Es sind die Mittelwerte ± SD dargestellt, die Werteanzahl n war unterschiedlich: Kon-
trolle (n = 16); 3-MC (n = 16); alle übrigen (n = 5) 
 
Der Abbildung 5.3.31 liegen mehr Werte zugrunde als dem vorangegangenen Versuch der 
Abb. 5.3.30, es bestätigte sich, dass mit zunehmender UVB- Bestrahlung die induktive Kapa-
zität (3-MC-induziert) der HaCaT- Zellen hinsichtlich der ECOD abnahm. Analog verhielten 
sich die Werte mit nachfolgender Hemmung durch α-NP (0,5µM). Für die Behandlung mit 3-
MC + α-NP (2,5µM) lagen alle HC-Werte in einem Bereich um 2500 pmol/mg Protein, ganz 
gleich, wie sie bestrahlt wurden. Eine sich an die 3-MC-Induktion anschließende Zugabe von 
Proadifen (50µM) ergab 7-HC-Werte, die im Bereich der alleinigen 3-MC-Induktion und zum 
Teil darüber lagen. Die Verwendung von Proadifen (125µM) führte demgegenüber zu gerin-
geren 7-HC-Mengen. Wie schon mehrfach angesprochen, erwies sich diese Konzentration als 
sehr toxisch im MTT- Test. Aus diesem Grund lag der Erniedrigung der 7-HC-Werte weniger 
die Beeinflussung der CYP- Enzyme, als vielmehr die Schädigung der Zellintegrität zugrun-
de. Bisher wurde für die UVB-Versuche noch nichts zu den Proteingehalten erwähnt.  

induktive Kapazität der HaCaT- Zellen auf die ECOD abnahm. In gleichem Maß fielen auch 
die 7-HC-Werte nach 3-MC- Induktion und nachfolgender α-NP- Hemmung geringer aus. Im 
Gegensatz dazu blieben die 7-HC-Werte des Basallevels (=Kontr.) verhältnismäßig konstant, 
ganz gleich, wie intensiv die UVB- Bestrahlung war. Die durch den Einsatz unterschiedlicher 
EC- Konzentrationen bedingten Veränderungen waren heterogen und unterlagen keinem 
grundsätzlichen Trend. Im Weiteren wurde die Konzentration EC auf 250µM begrenzt. 
Als nächstes wurde untersucht, ob der Einsatz von α-Naphthoflavon in der Konzentration 
2,5µM gegenübe
heriger 3-MC-Induktion erhaltenen, 7-HC- Werte führte. Es wurde in dem Zusammenhang 
ein weiterer möglicher Inhibitor (Proadifen) in zwei Konzentrationen getestet. Die Ergebnisse 
gibt Abb. 5.3.31 wieder. Der Versuch begann bei einer Konflu
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Die Abb. 5.3.32 gibt die Proteingehalte zu den Versuchen aus Abb. 5.3.31 wieder.  

 

 
 
 

1
K n, Inhibition und 

n war unterschiedlich: 
Ko

ngehalt sich mit steigenden UVB- Dosen verringerte. Eine 
en der Zellen hin, 

die den Verlust oder zumindest die Herabsetzung der Membranintegrität zur Folge haben. Der 

ochmals die Werte aus Abb. 5.3.30  wie-

r 

 

ellen und, insbesondere induzierte Zellen, allein durch ihr Wachstum und den damit verbun-
enen Zellzuwachs in der Lage waren, mehr Substrat umzusetzen. Hingegen waren konfluen-

te Zellen in geringerem Umfang in der Lage, sich zu teilen. Diese Tatsache hat beispielsweise 
zur Folge, dass irreversible Eingriffe in enzymatische Vorgänge der Zellen eines konfluenten 

it 

ersucht. Nach UVB- Bestrahlung von 0, 25 und 50 mJ/cm  wurde mit 3-
C induziert (2µM, 24h) und anschließend mit α-NP (2,5µM) inhibiert. Die Umsetzung mit 
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Abb. 5.3.32: Proteingehalt nach ECOD an HaCaT nach UVB, Induktion durch 3-MC und 
 Hemmung per α-Naphthoflavon oder Proadifen – zu Abb. 5.3.3

onfluenz zu Versuchsbeginn 80%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), EC (250µM). Induk
EC in allen Fällen je 24h. Es sind die Mittelwerte ± SD dargestellt, die Werteanzahl 

ntr. (n = 16); 3-MC (n = 16); alle übrigen (n = 5) 
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Es wird ersichtlich, dass der Protei
Abnahme des Proteingehaltes deutet, wie schon erläutert, auf Schädigung

MTT- Test an nur mit Medium behandelten HaCaT- Zellen ließ, selbst 128 Stunden nach 
UVB- Bestrahlung, diese Toxizität nicht vermuten (vgl. Abb. 5.3.10). Bezieht man allerdings 
die Toxizität des Substrates EC in die Überlegungen ein (Abb. 5.2.19 – Kapitel 5.2.2.1), sind 
die ermittelten Daten der Proteinmengen erklärbar.  
Die transparenten Balken in der Abb. 5.3.31 geben n
der – ermittelt unter fast identischen Bedingungen, lediglich die Konfluenz zu Versuchsbe-
ginn unterschied sich. Es wird bei diesem Vergleich deutlich, dass die induktive Kapazität de
HaCaT- Zellen hinsichtlich der ECOD für unkonfluente Zellen größer war. Dagegen blieb das 
Basallevel unverändert, auch die Auswirkungen auf induziert und anschließend gehemmte
Zellen waren weniger ausgeprägt. Dass für Zellen, die noch keinen konfluenten Zellrasen ge-
bildet hatten, die 7-HC-Werte nach der Induktion höher ausfielen, war gewiss auch von der 
Zeit abhängig. Nach der Bestrahlung vergingen durch den Versuchsablauf mit Induktion, In-
hibition und Substratumsetzung mindestens 72 Stunden. Eine Zeitspanne, in der unkonfluente 
Z
d

Zellrasens, weniger durch die Bildung neuer Zellen kompensiert werden können und som
die Folgen des Eingriffs deutlicher sichtbar werden. 
Da der Einfluss der Konfluenz deutliche Auswirkungen zeigte, wurde noch ein weiterer As-
pekt der ECOD unt 2

M
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Abb. 5.3.33: ECOD an HaCaT nach UVB- Bestrahlung mit nachfolgender Induktion durch  
 3-MC, Hemmung per α-Naphthoflavon 
Konfluenz zu Versuchsbeginn max. 60%. Endkonzentrationen: 3-MC (2µM), α-NP (2,5µM) EC (250µM). In-
duktion in allen Fällen 24h; Inhibition und EC 3, 6,12 oder 24h (laut Diagramm). Es sind die Mittelwerte ± SD 
von n = 5 Experimenten dargestellt. 
 
Mit zunehmender Inkubationszeit nahmen die 7-HC- Werte zu. Es bestätigte sich in diesem 
Versuch, dass mit steigender UVB-Dosis die 7-HC-Werte bei gleichen EC-Inkubationszeiten 
abnahmen. Je höher die Umsatzra

7-EC (250µM) erfolgte - gemeinsam mit dem Inhibitor - nicht wie üblich nur für 24h, sondern 
auch 12, 6 und 3 Stunden. Damit die Zellen bei der Umsetzung mit 7-EC noch nicht konfluent 
sind, wurde mit der Bestrahlung bei maximal 60%iger Konfluenz des Zellrasens begonnen. 
Bis zur ECOD vergingen je nach Versuch 51 bis 72 Stunden. Bei Versuchsende der längsten 
Inkubationszeit setzte gerade die Konfluenz ein. Die Abb. 5.3.33 veranschaulicht die ermittel-
ten 7-Hydroxycoumarinwerte. 
 
 
 
 

ten ausfielen, umso weniger vermochte α-NP die Werte 
nach 3-MC- Induktion vollständig auf das Kontrollniveau herabzusetzen. 
Nach 24h Induktion und 24h 7-EC wurde ohne Bestrahlung die größte induktive Kapazität er-
mittelt (24,5-fach über dem Kontrollniveau). Durch den 24-stündigen Einsatz von α-NP 
(2,5µM) konnte dieser Wert signifikant herabgesetzt werden, lag aber noch 2,8-fach über der 
uninduzierten Kontrolle. Nach Bestrahlung der HaCaT- Zellen mit 25 und 50 mJ/cm2 UVB 
wurden nach 3-MC-Induktion geringere 7-HC-Werte erhalten, die durch den Inhibitor α-NP 
letztlich ganz auf das Niveau der Kontrollwerte ohne Induktion abgesenkt werden konnten. 
Für die UVB- Bestrahlung kann zusammenfassend festgestellt werden, dass mit steigender 
UVB- Dosis die Menge an 7-Hydroxycoumarin, gebildet nach Induktion mit 3-MC, rückläu-
fig war. In der Konsequenz fielen auch die 7-HC-Werte, die nach Induktion mit nachfolgen-
der α-NP- Hemmung ermittelt wurden, entsprechend geringer aus. Die Medium- Kontrollwer-
te, welche weder induziert noch inhibiert wurden, sondern lediglich mit dem Substrat 7-EC 
umgesetzt wurden, zeigten keine Beeinflussung durch die UVB-Bestrahlung.  
Weder unterschiedliche EC-Konzentrationen, noch das Arbeiten mit Zellen unterschiedlicher 
Konfluenz, noch verschiedene EC-Inkubationszeiten änderten etwas daran, dass mit steigen-
der UVB- Dosis die induktive Kapazität der HaCaT- Zellen sank.  
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5.3.3 Testosteron- Metabolisierung 
 
Bei der Ermittlung der durch HaCaT- Zellen gebildeten Testosteron- Metabolite stand die 
Charakterisierung der Hydroxylierungsprodukte im Mittelpunkt, insbesondere die Bildung 
des CYP3A4- vermittelten 6β- OH- Testosteron sollte festgestellt werden. 
 
5.3.3.1 Charakterisierung aller bei der Umsetzung relevanter Substanzen 

Bevor die eigentlichen Versuche an HaCaT- Zellen beginnen konnten, wurde von allen, mit 
den Zelle
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aneben könnten aufgrund der ebenfalls hohen Absorptionswerte bei dieser Wellenlänge die 

Substanzen Dexamethason, Rifampicin und Phenobarbital Einfluss auf die chromatographi-
sche Trennung haben. Für alle weiteren Verbindungen war nicht mit überlagernden Effekten 
zu rechnen. Bei allen drei Substanzen handelt es sich um potentielle Induktoren. Das bedeutet, 
sie wurden von den Zellen entfernt, bevor das Substrat Testosteron auf die Zellen gegeben 
wurde. Durch die verbleibende, minimale Konzentration schien der mögliche Einfluss auf den 
Assay gering, da letztlich in der Untersuchungslösung, die per HPLC vermessen wurde, nur 
Spuren der genannten Verbindungen zu finden sein sollten. Für genaue Aussagen wurden mit 
den Lösungen aus den spektralen Versuchen Chromatogramme unter Assay- Bedingungen 
aufgenommen. Die Ergebnisse zeigt Abb. 5.3.35.  
Mit einer Retentionszeit von 2,9 min hatte Phenobarbital keinen Einfluss auf die Eluation von 

it einer Retentionszeit von 6,6 min zwischen 2α-OH- und 6β-OH- Testosteron be-

picin nur in 10µM-er Verdünnung zum Einsatz und wurde, wie oben erwähnt, aus der Analy-

Absorptionsspektrum aufgenommen. Abbildung 5.3.34 zeigt die erhaltenen Spektren.  
a
 

 
 
Abb. 5.3.34: Absorptionsspektren aller bei der Testosteron- Metabolisierung zum Einsatz 
 kommenden Substanzen (gelöst in DMSO und M
Die Darstellung in zwei Diagrammen dient der Übersichtlichkeit. Es sind jeweils grau waagrecht die Nulllinie 
und senkrecht eine Linie bei 242nm eingezeichnet, die Wellenlänge, die der späteren Extinktionswellenlänge 
entsprach. Die hier getesteten Konzentrationen überschreiten zumeist weit die in den Versuchen an HaCaT- Zel-
len tatsächlich eingesetzten. Der DMSO- Gehalt lag oft über den für die Zellen tolerablen 0,5%
 
Die obigen Abbildungen machen deutlich, dass bei 242 nm sowohl das Testosteron als auch 
die Metabolite Androstendion, 2α-OH-T und 6β-OH-T ein Absorptionsmaximum besitzen.
D

Testosteron und dessen Metaboliten. Ebenso wenig beeinträchtigte Dexamethason den Nach-
weis, das m
stimmt wurde. Anhand der Chromatogramme wäre eine Überlagerung des 2α-OH-T Peaks 
durch Rifampicin möglich. Es sei an dieser Stelle erwähnt, dass die Rifampicin- Konzentra-
tion von 500µM für die Metabolisierungs- Versuche irrelevant war. Als Induktor kam Rifam-
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senlösung entfernt, ehe diese zur Extraktion kam. Damit sollten, wenn überhaupt, nur winzig-
ste Mengen von Rif bis zur DAD- Detektion gelangen. Unabhängig davon diente 2α-OH-
Testosteron hauptsächlich als Negativkontrolle, da dieser Metabolit bislang nur bei Nagern 
und nicht in humanem Gewebe nachweisbar war (siehe Kap.3.5.3.3).  
a) 
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Abb. 5.3.35: Chromatogramme aller bei der Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Zellen 
 verwendeten Substanzen 
a) authentische Standardsubstanzen b) potentielle Induktoren c) Inhibitoren, Glucuronidas- Gemisch, Medium  
Laufmittel: Methanol/ Wasser (60:40); 1,0 ml/min, 25°C; Das Injektionsvolumen lag bei 20µl. 
 
Die Spektren wurden bei der Wellenlänge 242 nm ausgewertet, die Aufzeichnung eines ge-
samten Laufes erstreckte sich über einen Wellenlängenbereich von 210 nm bis 350 nm, so 
dass es für jeden Peak anhand des zugehörigen Absorptionsprofils problemlos möglich war, 
festzustellen, zu welcher Verbindung er gehörte. Die unter Kapitel 4.3.3.1 angesprochenen 

0,102,90

 B

Kalibriergeraden der Standardlösungen von Testosteron, Androsteron, 2α-OH-T und 6β-OH-
estosteron sind in der Abb. 5.3.36 dargestellt.  
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Abb. 5.3.36: Kalibriergeraden von Testosteron, Androsteron, (Teil 1) 

R: 0,9982          SD: 0,2566        N: 6       P: <0.0001 R: 0,9991         SD: 0,3387       N: 6        P: <0.0001
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Abb. 5.3.36: Kalibriergeraden von 2α-OH- und 6β-OH-Testosteron (Teil 2) 
Substanzen gelöst in Methanol (HPLC). Je Substanz und je Konz. 3 unabhängige Lösungen hergestellt und diese 
3fach vermessen. Das Injektionsvolumen lag bei 20µl. Laufmittel: Methanol/ Wasser (60:40); 1,0 ml/min, 25°C  
5.3.3.2 Bestimmung der Grundaktivität

 

 

Die Auswahl der Testosteronkonzentrationen geschah in Anlehnung an die Literatur (250µM 
[203]; 50/250µM [204]; 250µM [54]) und unter Berücksichtigung vorheriger Toxizitätstests 
(vgl. Abb. 5.2.3 und 5.2.21). Da in den Angaben der Literatur der Einsatz von Testosteron 
250µM vorherrschte, wurde diese Konzentration in die eigenen Studien integriert, obwohl 
MTT- und NR- Test an halbkonfluenten HaCaT- Zellen deutlich toxische Effekte auf die Zel-
len zeigten. Bei der Verwendung von Testo (250µM) auf konfluente Monolayer minimierte 
sich die Toxizität. Die Lebensfähigkeit nach 48stündiger Inkubation stieg auf übe
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Kap. 5.2.1 + 5.2.2). Wie dort verdeutlicht, erwiesen sich auch die potentiellen Metabolisie-
rungsprodukte 4-Androsten-3,17-Dion (Andro), 6β-OH-Testosteron und ganz besonders das 
2α-OH-Testo mit steigenden Konzentrationen auf halbkonfluen
lich toxisch. Dies war im NR- Test n
OH-Testo gilt als ein Metabolit, der charakteristisch für Ratten und Mäuse ist und dort vor-
wiegend über CYP2C11 und 2C6 gebildet wird [75;101;114]. Beim Menschen konnte dieser 
Metabolit noch nicht ermittelt werden. Das 2α-OH-Testo neben dem, hauptsächlich für 
CYP3A4 typischen Metabolit 6β-OH-Testo, zu den eigenen Untersuchungen heranzuziehen, 
diente, wie bereits erwähnt, als Negativkontrolle. Es wurde davon ausgegangen, dass kein 2α-
OH-Testo aus der Metabolisierung von Testosteron in HaCaT- Zellen hervorgehen würde. 
Die Testosteron- Metabolisierungen wurden zunächst auf die Abhängigkeit von der Inkuba-
tionszeit sowie die Abhängigkeit von der Substrat- Konzentration untersucht. Die da
telten Werte gibt Abb. 5.3.37 wieder. Es wird deutlich, dass aus Testosteron (250µM) gebil-
detes Andro bereits nach 4h nachweisbar war. Mit zunehmender Inkubationszeit stieg für die-
se Testo- Konzentration die Menge Andro. Es konnte nicht der Nachweis erbracht w
dass höhere Testo- Konzentrationen zwangsläufig zu größeren Mengen an Andro führten - 
z.B. war nach 24stündiger Inkubation die aus Testo (150µM) gebildete Menge Andro größer, 
als die mit Testo (250µM) erhaltene. Es fielen die großen Schwankungen unter gleich behan-
delten Proben auf. Wie im Kapitel 4.3.3.2 a) beschrieben, wurden immer von je 6 Proben nur 
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Abb. 5.3.37: Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Keratinozyten bei unterschiedlicher 
 Ausgangskonzentration und variierender Inkubationszeit mit dem Substrat  
Konfluenz der Zellen bei Testo- Zugabe ca. 80%. Der x- Wert 0 bedeutet, es wurde nur reines Medium um
setzt und bestimmt, dies geschah zu allen Zeiten, es wurde nie etwas detektiert, deshalb im Diagramm nur 
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die Medien extrahiert und von je 6 gleich behandelten Proben die Medien inkl. Zellsuspension 
verwendet. In der Abb. 5.3.37 sind diese zwölf Werte gemittelt. Es stellte sich aber heraus, 
dass aus den Proben mit der gesamten Zellsuspension größere Produktmengen gewonnen 
werden konnten. Diese Tendenz war mit zunehmender Menge an Metabolisierungsprodukten 
immer deutlicher ausgeprägt, deshalb wurde bei allen folgenden Versuchen nur noch mit der 
gesamten Zellsuspension gearbeitet.  
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odukt entstand, umso weniger Testo blieb noch 
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erte an, die entsprechenden Flächeneinheiten (FE) befi
H-Testo-Werte, ebenfalls rechts skaliert. Alles andere 
argestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experi

ei der Ermittlung der Grundaktivität der Meta
dung von 6β-OH-Testosteron, allerdi
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vorhanden. Dies war nicht in allen Fällen so, wie ein Vergle
und 48h für Testo (250µM) zeigt.  
Als Fazit aus der Grundumsetzung von Testoster

ndrostendion gebildet, das tendenziell mit st
ubationszeit zunimmt. Dagegen konnte der CYP3

on ist festzustellen, es wird hauptsächlich 
A eigender Konzentration Testo und längerer In-

A4- vermittelte Testosteron- Metabolit 6β-k
OH-Testo nur sporadisch nachgewiesen werden. 
 
5.3.3.3 Einsatz von Induktoren und Inhibitoren

ie in den Untersuchungen der EROD- und ECOD-

 Frage, da ein großer Teil der am Markt befin
aut wird. Gleichzeitig vermögen diese Substanz
n. Aufgrund der vielfältigen Verwendung in de

 

er 

W  Aktivitäten wurden auch hier mögliche 

dlichen Arzneistoffe über das CYP3A4 abge-
en das Enzym zu induzieren oder zu inhibie-
r Literatur fiel die Auswahl auf Rifampicin 

Induktoren und Inhibitoren getestet. Für beide Aspekte kam eine Vielzahl von Arzneistoffen 
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b
re
(Rif) und Dexamethason (Dexa) als potentielle CYP3A4- INDUKTOREN. Die Auswahl ihr
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Abb. 5.3.38: Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Keratinozyten nach vorheriger Inku-
 bation mit verschiedenen Induktoren über 48h, 69h und 72h sowie mit unter-
 schiedlichen Zeiten der Testosteroninkubation 
Versuchsbeginn bei gerade einsetzender Konfluenz. Endkonzentrationen.: Rif (10µM); Dexa (25µM); 3-MC 
(2µM); PB (1mM); Testo (250µM). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 3 bis 22 Experimenten. 
a) Darstellung der gebildeten Mengen Androstendion und 6β-OH-Testosteron  
 Alle blauen/grauen Balken geben Androstendion- Werte an, die entsprechenden Flächeneinhei

5x105

io
n

2,
382,

03

Toxizitätstests. So kamen Rif (10µM) und Dexa (25µM) zum Einsatz [52;86;119;160;211]. 
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 den sich an der linken Seite. Die Werte in den Balken nahe der X-Achse geben die zu den FE gehörende
 anhand der Kalibriergeraden berechneten, Konzentrationen Andro in µM an. Grün/schwarz abgebildet sin
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tär setzung 

-
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artungsgemäß kaum induzierende Effekte. Durch 3-MC wurde die Andro- Bildung (48h In-

ass diese Induktoren die Testosteron- Metaboli-

 

Einflüsse zeigte (vgl. 
zum eigentlichen Assay ohne vorangehende Induktion 

den Zellen zugegeben. Alle anderen Inhibitor- Lösungen wurden ausschließlich nach vorheri-
ger Induktion, unmittelbar vor Substratzugabe, den HaCaT- Zellen zugesetzt. In den Abbil-
dungen 5.3.40 a) bis c) sind die Werte nach 72-stündiger Induktion und 48h Testo aus Abb. 
5.3.38 noch einmal dargestellt, diesmal in Verbindung mit den Inhibitoren.   

a dieser Metabolit nachweisbar, so ergaben sich nach 48stündiger Testo- Inkubation in 
n Proben Nachweise von 6β-OH-Testo. Innerhalb der Induktoren wirkte Rifa
ksten induzierend auf die Andro- Bildung, insbesondere bei einer Testosteronum

a
s
von nur 21h. Nach 48h lag Rifampicin deutlich unter der Medium- Kontrolle, auch die 6β
OH-Testo- Bildung wurde durch Rif nicht induziert. Dexamethason wirkte über 48
rend auf die Andro- Bildung, nach 69stündiger Induktion lag der Wert nur noch auf Kontroll-
niveau. Die 6β-OH-Testo- Bildung wurde durch Dexa unsignifikant induziert. PB zeigte er-
w
duktion) und besonders die Metabolisierung zu 6β-OH-Testo induziert. Allgemein lagen alle 
nach der Induktion erhaltenen Andro- Werte zwischen 2 und 20% der eingesetzten Testoste-
ronausgangskonzentration, für 6β-OH-Testo waren es stets Werte unter 1%.  
Die noch vorhandenen Mengen an unverstoffwechseltem Testosteron verdeutlichen nicht nur, 
dass die eingesetzte Menge Substrat ausrechend war, sondern auch, dass es sich bei der Re-
duktion von Testo zu Andro um eine umkehrbare Umsetzung handelt (siehe Abb. 5.3.39 – 
Testosteron- Metabolismus).  
Sowohl die nach der Rifampicin als auch die nach der Dexamethason- Induktion noch vorhan-
dene Menge Testo nahm mit zunehmender Induktionszeit und zusätzlich mit der Testosteron- 
Inkubationszeit ab. Beides ein Indiz dafür, d
sierung induzierten. Wie oben erwähnt, wirkte Rifampicin verstärkt auf die Androstendion- 
Bildung, während Dexa die CYP3A4- vermittelte Bildung von 6β-OH-Testo forcierte. Nach 
21-stündiger Testo- Inkubation lagen bei beiden Induktoren die noch vorhandenen Testo- 
Mengen im bereich der Medium- Kontrolle, erst nach 48h Inkubation verringerten sich diese 
deutlich, wenngleich nicht signifikant. Durch PB blieb die Testosteron- Umsetzung unbeein-
flusst. Auffällig erwies sich die Verwendung von 3-MC als Induktor. Die hier ermittelten 
Restmengen an Testo nach den Umsetzungen lagen signifikant über den Kontrollwerten, es 
wurden z.T. höhere Mengen Testo (µM) berechnet, als eingesetzt. Dies kann mit den Schwan-
kungen, bedingt durch das Extraktionsverfahren, erklärt werden, besonders die ausgeprägten
Standardabweichungen bestätigen dies. 
Die Auswahl an INHIBITOREN fiel auf das CYP3A3/4/5- spezifische Triacetyloleandomy-
cin (TAO)[39], das hauptsächlich für CYP2- Enzyme charakteristische Proadifen, für welches 
auch induzierende Wirkungen auf  3A- Enzyme beschrieben sind [93], und das α-NP, einen 
spezifischen Inhibitor der CYP1A- Subfamilie, der CYP3- Enzyme unbeeinflusst ließ [39]. 
In Anlehnung an die vorangegangenen Untersuchungen wurde α-NP in den Konzentrationen 
0,5µM und 1µM eingesetzt, Proadifen wurde mit 125µM und 250µM gestestet und für TAO 

aren es 50µM und 250µM. Da TAO (250µM) beginnende toxische w
Abb. 5.2.33), wurde dies zusätzlich 
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(50µM) und Proadifen (125µM) die puren Induktionswerte überstiegen, bei 3-MC war es nur 
für 6β-OH-Testo der Fall. Dies war sowohl beim noch vorhandenen Testosteron, als auch bei 
der Bildung der Stoffwechselprodukte Andro und 6β-OH-Testo der Fall. Jedoch lagen die 
Werte für Andro im Bereich der Medium- Kontrolle, hingegen waren die reinen Induktions-
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Abb. 5.3.39: Der periphere Androgen- Metabolismus, insbesondere des Testosterons (Darstel-
 lung modifiziert nach [137] und [62]) 
Die Hydroxylierungen im oberen Teil der Abbildung erfolgen Cytochrom- katalysiert, sie stellen nur einen 
Ausschnitt von vielen weiteren möglichen Hydroxylierungen dar. Die durch die 5α-Reduktase, die 17β-HSD 
und die 3α-HSD entstehenden Produkte können ebenfalls hydroxyliert werden. Die Pfeile verdeutlichen, welche 
Reaktionen umkehrbar sind und welche nicht. 
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Über die schon angesprochenen Kalibriergerade wurde ermittelt, dass die eingesetzte Menge 
Testo (250µM) ungefähr 1603000 FE entsprach. Daraus lässt sich anhand der Abb. 5.3.40 a) 
ableiten, dass, mit Ausnahme der 3-MC- Induktion und der Behandlung mit der Kombination 
aus PB und TAO (50µM), eine Verstoffwechslung des Testosterons durch HaCaT- Zellen 
stattgefunden hat. Auffallend war, dass sämtliche Werte für Rif, Dexa und PB nach TA
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werte deutlich herabgesetzt. Dagegen waren die Werte für 6β-OH-Testo auch gegenüber der 
Medium- Kontrolle erhöht. Ein Anstieg der noch vorhandenen Testo- Menge über das Kon-
trollniveau (Medium) war nur nach PB ausgeprägt, für Rif und Dexa war dies nur in geringem 
Umfang zu beobachten und für 3-MC nahezu gar nicht.  
a) 
 
 
  

 
 
b) 
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 72h sowie nachfolgender Inhibition (48h) 
Versuchsbeginn bei gerade einsetzender Konfluenz. Endkonzentration Testo (250µM). Es sind die Mittelwerte 
von unterschiedlich vielen Experimenten dargestellt: für K1 (n=6); K3 (n=12); R1 (n=21); D1 (n=22); M1 (n=8); 
P1 (n=16); R/D/M/P-2;4;5;6 und 7 (n=4); R3 (n=5); D3 (=7); M3 (n=4); P3 (n=7). 
a) nach der Umsetzung noch vorhandenes Testosteron b) gebildete Menge 6β-OH-Testosteron  
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Abb. 5.3.40: Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Zellen nach vorheriger Induktion für 

on 

TAO (250µM) verursachte allein bei Inkubation mit nicht induzierten Zellen eine deutliche 
Hemmung. Diese lag für 6β-OH-Testo etwa bei der Hälfte des Ausgangswertes, bei Andro 
war es nur noch ca. ein Drittel. Im Gegensatz wurde die Menge an noch vorhandenem Testo-
steron weniger herabgesetzt. Auch nach vorheriger Induktion führte die Verwendung von 
TAO (250µM) in nahezu allen Fällen zur Hemmung der Produktbildung. Da schon bei Ver-

        c) gebildete Menge 4-Androsten-3,17-Di
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suchsbeginn die Konfluenz einsetzte, lag bei Zugabe der Induktoren ein vollständig konfluen
ter Zellrasen vor, so dass lichtmikroskopisch keine Toxizität von TAO zu beobachten war,
d.h. es handelte sich bei den ermittelten Werten um eine durch TAO (250µM) ausgelöste Inhi-
bition. Jedoch nahm auch die Menge an Testo ab. Das bedeutet, wenn sowohl die Bildung von 
β-OH-Testo, als auch das durch Reduktion entstehende Andro und zudem das vorhandene 

Testo weniger wurden, konnten durch TAO (250µM) sowohl CYP3A-Enzyme als auch die 
17β- Hydroxysteroiddehydrogenase (17β-HSD) gehemmt werden. Da Testo noch durch eine 
Vielzahl anderer Enzyme verstoffwechselt wird, welche offensichtlich durch TAO nicht ge
hemmt wurden, nahm in der Folge der Testosterongehalt ab. Diese weiteren Produkte der Me-
tabolisierung konnten mit der angewanden Methodik nicht erfasst und charakterisiert werden. 

-
 

6

-

roadifen (250µM) erwies sich als Inhibitor der Bildung von 6β-OH-Testo und Andro gegen-
ber den nur induzierten Proben, wie auch gegenüber der Medium- Kontrolle, Testo blieb re-
tiv unbeeinflusst. Auch hier konnte lichtmikroskopisch keine Schädigung der HaCaT- Zel-
n beobachtet werden, ein Toxizitätstest bei gleichem Versuchsdesign wurde nicht durchge-
hrt. Der Einsatz von α-NP (0,5µM) ergab ein ähnliches Bild, wie die Verwendung von Pro-

difen (250µM), lediglich einige Testo- Werte fielen etwas niedriger aus. Dagegen lagen alle 
 für 

u keiner Inhibition der CYP3- Enzyme und der 17β-HSD führte. 

P
ü
la
le
fü
a
Werte nach α-NP (1µM) über denen der geringeren Konzentration. Sie unterschieden sich
6β-OH-Testo gar nicht und für Andro nur bei MC und PB von den rein induzierten Proben. 
Dies belegt, dass α-NP (1µM), wie es zur Hemmung von CYP1- Enzymen eingesetzt wurde, 
z
 
5.3.3.4 Einfluss von UVA- Strahlung 

Der Versuchsaufbau geschah angelehnt an den vorangegangenen Versuch. Grundsätzlich 
wurden die Endkonzentrationen der Lösungen beibehalten, ebenso die Induktions- und die 
Substratumsetzungszeit. Lediglich auf eine Untersuchung der Inhibitoren wurde hier verzich-
tet. Im Versuchsablauf gab es eine Ausnahme, vor der Zugabe der Induktoren wurden die 
HaCaT- Zellen mit einer UVA- Dosis von 1; 8 oder 16 J/cm2 bestrahlt und anschließend 24h 
in Medium inkubiert. Daraus resultierte sowohl für die Induktor- als auch die Substratzugabe 
ein 24h älterer Zellrasen. Um sich daraus ergebende mögliche Veränderungen auszuschließen, 
wurde zu jeder Bestrahlungsstufe eine Kontrolle mitgeführt, die zwar nicht bestrahlt wurde, in 
der aber in gleicher Weise der Medienaustausch stattfand.  
Die Abbildung 5.3.41 veranschaulicht, dass durch UVA- Bestrahlung von HaCaT- Zellen vor 
allem die CYP3A- vermittelte Bildung von 6β-OH-Testosteron abnahm. Eine Abhängigkeit 
von der Strahlendosis ließ sich nicht nachweisen. Lediglich die Kombination aus PB und 
UVA (1 J/cm2) führte zu einem Anstieg von 6β-OH-Testo gegenüber der unbestrahlten Kon-
trolle. Die mit Dexamethason induzierten, unbestrahlten Zellen zeigten eine Erhöhung der 6β-
OH-Testo- Menge gegenüber uninduzierten HaCaT- Zellen, alle weiteren unbestrahlten Kon-
troll- Werte überschritten die Medium- Werte nicht.  
Die Bildung von 4-Androsten-3,17-Dion fiel durch den Einsatz der vermeintlichen Induktoren 
Rif und Dexa unter das Kontrollniveau der unbestrahlten, Medium- behandelten Zellen, ganz 
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Abb. 5.3.41: Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Keratinozyten über 48h nach vorange-

Versuchsbeginn bei gerade einsetzender Konfluenz. Endkonzentrationen: Rif (10µM)
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n Androstendion- Werten, dennoch war 
gleich, ob mit oder ohne UVA- Strahlung. Die Behandlung mit den Induktoren 3-MC und PB 
führte gegenüber Rif und Dexa teilweise zu höhere

b

 

 
 
c
 
 
 
 

(2µM); PB (1mM); Testo (250µM). Es sind die Mittelwerte ± SD dargestellt, dabei wurden alle unbestrahlten 
Kontrollplatten gemittelt, es ergab sich n=18. Alle anderen Werte bestanden aus 8 bis 10 Experimenten; außer 
für UVA 8 J/cm2: n=4. Die Angabe ± SD erfolgte nur, wenn n ≥ 6. 
a) nach der Umsetzung noch vorhandenes Testosteron b) gebildete Menge 6β-OH-Testosteron  
        c) gebildete Menge 4-Androsten-3,17-Dion 
 
Für das nicht umgesetzte Testosteron ergaben sich andere Beobachtungen. Sowohl die Medi-
um- Kontrolle, als auch die induzierten Proben, bis auf 3-MC, wiesen gegenüber unbestrah
ten Kontrollzellen nach UVA (1 J/cm ) eine größere Menge Testo auf, mit umgerechneten 
Werten um die Ausgangskonzentration von 250µM. Da für alle anderen Kombinationen sämt-
liche Werte annähernd auf Kontrollniveau lagen, erscheint es wahrscheinlich, dass durch die 
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steron- Umsetzung hin zum unverstoffwechselten Testosteron verschoben wurden (vgl. Abb. 
5.3.39). Das bedeutet, die UVA- Dosis von 1 J/cm2 vermochte die 17β-HSD 3 zu begünsti-
gen. Dagegen führte der Einsatz von 3-Methylcholanthren sowohl ohne als auch mit geringer 

 Versuchen mit UVA- Be-
strahlung (8 J/cm2) konnte nie für alle eingesetzten Proben die Bildung von Andro und/ oder 
6β-OH-Testo beobachtet werden. Meist gelang von acht eingesetzten Wells nur in vier Fällen 
der Nachweis eines der beiden Metabolisierungs- Produkte, obwohl die HaCaT- Zellen licht-
mikroskopisch keine Schädigungen er
UVA 16 J/cm2 zu beobachten, allerdings konnte hier 
bildung verzeichnet werden. Lediglich in der Kombination P
nem der Versuche 6β-OH-Testo detektiert.  
 
5.3.3.5 Einfluss von UVB- Strahlung

UVA- Strahlung zu einer verstärkten Induktion der 17β-HSD 2 gegenüber der 17β-HSD 3, 
wodurch die Bildung von Androstendion begünstigt war. 
Eine Auffälligkeit konnte für alle Proben beobachtet werden. In den

kennen ließen. Ein ähnliches Verhalten war auch nach 
in sechs bis sieben Wells eine Produkt-

B + UVA 16 J/cm2 wurde in kei-

rahlung durchgeführt. Als UVB- Dosen kamen 
bb. 5.3.42 gibt die ermittelten Werte der Pro-

 

Dieser Versuch wurde analog zur UVA- Best
25 mJ/cm2 und 50 mJ/cm2 zum Einsatz. Die A
duktbildung 6β-OH-Testo und Androstendion, sowie die noch vorhandene Menge Testosteron 
wieder. Bei der graphischen Darstellung wurde die x-Achse nicht nach Induktoren, wie in den 
vorangegangenen Abbildungen, sondern nach UVB- Strahlendosis sortiert, da dies die ermit-
telten Werte aussagekräftiger repräsentiert. 
Wie schon in den vorherigen Versuchen ergaben die unbestrahlten Kontrollen eine Erhöhung 
der 6β-OH-Testosteron- Menge nach Dexamethason (Dexa)- Induktion, die Werte unter 
Verwendung der anderen Induktoren blieben im Bereich der Medium- Kontrolle. Bei der 
Bildung von Androstendion lagen die Werte in der Gruppe ohne Bestrahlung nach Rifampicin 
(Rif) und Dexa- Behandlung unter den Medium- Kontrollniveau, nach 3-MC- Induktion 
waren sie gegenüber den Medium- Werten erhöht. 
Nach der UVB- Bestrahlung mit 25 mJ/cm2 waren die noch vorhandenen Mengen an Testoste-
ron gegenüber den unbestrahlten Proben, bis auf Rif, reduziert. Die Bildung von 6β-OH-Testo 
lieferte Werte im Bereich der unbestrahlten Kontrolle, lediglich nach Rif- Induktion war eine 
Zunahme von 6β-OH-Testo um das Dreifache, sowohl gegenüber der gleich bestrahlten Me-
dium- Kontrolle, als auch gegenüber der gleich induzierten, unbestrahlten Probe zu verzeich-
nen. Die Androstendion- Bildung nach UVB (25 mJ/cm2) ergab gegenüber dem unbestrahl-
tem Versuch eine Erniedrigung für die Medium-, die 3-MC- und die PB- behandelten Proben, 
nach Rif und Dexa blieb sie unverändert. 
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 n.d. = nicht detektierbar 
Abb. 5.3.42: Testosteron- Metabolisierung an HaCaT- Keratinozyten über 48h nach vorange-
 gangener UVB- Bestrahlung und 72-stündiger Induktion 
Versuchsbeginn bei gerade einsetzender Konfluenz. Endkonzentrationen: Rif (10µM); Dexa (25µM); 3-MC 
(2µM); PB (1mM); Testo (250µM). Es sind die Mittelwerte ± SD dargestellt, dabei wurden alle unbestrahlten 
Kontrollplatten gemittelt, es ergab sich n = 18; für UVB 25 mJ/cm2 war n = 6, für UVB 50 mJ/cm2 n = 10. Da 
nicht für jedes Experiment Werte ermittelbar waren, erfolgte die Angabe ± SD nur, wenn n ≥ 6. 
a) nach der Umsetzung noch vorhandenes Testosteron b) gebildete Menge 6β-OH-Testosteron  
        c) gebildete Menge 4-Androsten-3,17-Dion 
 
Die Bestrahlung mit UVB (50 mJ/cm2) führte zu Werten an unverstoffwechseltem Testoste-
ron, die bei der Behandlung mit Medium, sowie n
über denen der unbestrahlten, wie auch der 25 mJ/cm - bestrahlten Proben lagen. Die Um-
rechnung per Kalibriergerade lieferte dabei Werte von ca. 75% der Ausgangsmenge. Nach 
Verwendung der Induktoren Rif und Dexa war die noch vorhandene Menge Testo dagegen 
auf ca. 30% der Ausgangsmenge gesunken. Eine Bildung von 6 -OH-Testo ließ sich in Kom-
bination mit UVB (50 mJ/cm2) nur nach 3-MC und PB- Behandlung nachweisen. Die entspre-
chenden Mengen unterschieden sich kaum von denen der unbestrahlten, bzw. der mit 25 
mJ/cm2- bestrahlten Proben. Während die Androstendion- Bildung nach Medium-, 3-MC- und 
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erte als auch für die 3-
teron und Androstendion auf 

den Einsatz von Rifampicin und Dexamethason 
n, was mit einer verstärkten 

 3 erklärt werden kann (vgl. Abb. 5.3.39). 

PB- Behandlung im Bereich der unbestrahlten Proben lag, lieferte der Einsatz der Induktoren 
Rifampicin und Dexamethason in Kombination mit UVB (50 mJ/cm2) zehnfach erhöhte An-
drostendion- Werte, was Konzentrationen von 135µM bis 165µM entsprach Nach dieser Be-
strahlung bleibt festzustellen, dass sowohl für die Medium- Kontrollw
MC und die PB- Behandlung das Gleichgewicht zwischen Testos

er Seite von Testo lag, en wurde durch 
ieses Gleich cht eindeutig hin zum Androstendion verschobe

Induktion der 17β-HSD 2 gegenüber der 17β-HSD

findungsraten nach Extraktion 

s wurd ohl für Testoster uch für die beiden bei der Me
enen Produkte 4-Androsten-3,17-Dion und 6β-OH-Testosteron die 

d dageg

on als a

d gewi

en sow

 
5.3.3.6 Ermittlung der Wieder

E tabolisierung nachgewie-
Wiederfindungsraten 

essen (Wasser/Methanol 40/60; Fluß 1,0 ml/min).  
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SD von n = 12 Experimenten 
 
Da die Wiederfindungsraten, insbesondere des, bei der CYP3A- vermittelten Verstoffwechs-
lung entstehenden Metaboliten 6β-OH-Testosteron, nicht befriedigend waren, wurde auf eine 
weitere Quantifizierung der Produkte durch Ermittlung der Proteingehalte verzichtet.  
Es bleibt festzustellen, dass sämtliche gemachten Aussagen, vor allem die 6β-OH-Testoste-
ron- Bildung betreffend, nicht zur exakten Quantifizierung dienen, da alle Produktmengen 
dieses Metaboliten umgerechnet unter 10µM lagen. Ungeachtet dessen bleiben die bisherigen 
Aussagen prinzipiell gültig, sie sollten aber als tendenzielle Untersuchungsergebnisse angese-
hen werden, deren genaue Quantifizierung mit einer anderen Methodik in der Zukunft abgesi 
chert werden sollte. 

s
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Abb. 5.3.43: Bestimmung der Wiederfindungsraten von Testosteron, Androstendion und 6β-
 OH-Testosteron 
Es wurden Lösungen der drei Substanzen in Medium B in den angegebenen Konzentrationen hergestellt, je 
500µl davon mit 500µl Diethylether extrahiert. Nach der Verdunstung des Ethers wurden die Proben in 100µl 
Methanol aufgenommen und anschließend per HPLC verm
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5.3.4 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen-Reduktion (DAB) 

In Analogie zu den EROD und ECOD- Reaktionen wurde für das entstehende Produkt aus der 
Kupplungsreaktion von 4-(N,N-Dimethylamino)anilin an Fluorescamin mit Hilfe eines Fluo-
reszenz- Spektrophotometers ein Absorptions-/ Emissionsspektrum aufgezeichnet. Die Bedin-

ungen entsprachen den Angaben in Kap. 4.3.4.1. Die Abb. 5.3.44 gibt diese Spektren wieder. 
sions-

 
 
 
 
 
 

) und 
 
Vor der Vermessung erfolgte eine 1:100 Verdünnung in Essigsäure- Natriumacetatpuffer (0,1M) pH 4,0.  
5.3.4.1 Bestimmung der Grundaktivität

 

g
Dementsprechend konnte in der Folge mit dem Exzitationsfilter 405 nm und dem Emis

lter 520 nm gearbeitet werden. 

Abb. 5.3.44: Spektren des Kupplungsproduktes aus 4-(N,N-Dimethylamino)anilin (1mM
Fluorescamin (1,5mM)  
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In der Abbildung 5.3.45 ist die zeitliche Abhängigkeit des Grundumsatzes an DAB darge-
tellt. Es ergaben sich für jede untersuchte Zeit signifikant größere Produktmengen gegenüber 
er entsprechend vorherigen Zeit.  

 

 

 

 

uktes aus 4-(N,N-Dimethylamino)anilin und Fluo-

s
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 4 24 48 72
Reaktionszeit [h] mit DAB [200µM] 

Abb. 5.3.45: Bildung des Kupplungsprod
 rescamin (1,5mM) in Abhängigkeit von der Inkubationszeit mit DAB (200µM)  
Konfluenz zu Versuchsbeginn 100%. Es sind die Mittelwerte ± SD von n = 80 Experimenten mit, zu Versuchs-
beginn, unterschiedlich alten HaCaT- Zellkulturen dargestellt. Nach einseitiger ANOVA und Bonferroni's multi-
plem Vergleichstest ergab sich p < 0,05 für jede Zeit gegenüber allen anderen. (Weitere Werte unter [51].) 
 
5.3.4.2 Einsatz von Induktoren und Inhibitoren 

Um die ermittelte Basalaktivität der DAB- Umsetzung weiter zu charakterisieren, wurde als 
spezifischer CYP 4A- INDUKTOR Clofibrat (Clo) über unterschiedliche Zeiten getestet. Da 
für HaCaT- Zellen unter Kapitel 5.3.1 eine spezifische 3-MC-induzierbare CYP 1- Aktivität 
belegt werden konnte, wurde auch dieser Induktor auf seine Wirkung auf die DAB- Metaboli-
sierung untersucht. Bereits im theoretischen Teil angesprochen (Kap. 3.5.3.4), kommen für 
die Umsetzung des DAB neben Reduktionsreaktionen auch oxidative Metabolisierungen per 
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N-Demethylierung, Ringhydroxylierung und N-Hydroxylierung in Betracht [132;171]. Wenn 
diese Reaktionen in nennenswertem Umfang eine Rolle spielen, dann sollte durch die 3-MC- 
Induktion dieser Metabolisierungsweg gegenüber den Reduktionen überwiegen, mit der Folge 
der verminderten Bildung von CYP 4A- vermitteltem Reduktionsprodukt 4-(N,N-Dimethyl-
amino)anilin. Als mögliche INHIBITOREN wurden Metyrapon (Met) und α- Naphthoflavon 
(α-NP) untersucht. 
 
Induktion: Clofibrat (300µM)     3-MC (2µM) 
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Abb. 5.3.46: Azoreduktion von DAB (200µM) an HaCaT- Zellen (Teil 1) 



Ergebnisse: - DAB - 122

Kontrolle
(ohne Ind.
ohne Inhib.)

Induktion
Clofibrat
[300µM]

Induktion Clofibrat
[300µM]+Inhib.
α-NP [1µM]

Induktion Clofibrat
[300µM]+Inhib.
Metyrapon[1µM]

n.b. = nicht bestimmbar

  4h
24h
48h
72h

  4h
24h
48h
72h

  4h
24h

  4h
24h
48h
72h

48h
72h

 
 

 

  4 h

Abb. 5.3.46: Azoreduktion von DAB (200µM) an HaCaT- Zellen nach Induktion durch Clofi-
α

des Kupplungsproduktes aus 4-(N,N-Dimethylamino)anilin und Fluorescamin 
 (Teil 2) 
Konfluenz zu Versuchsbeginn 90%. Es sind die Mittelwerte

0 (Kontrolle), n = 10 (Induktion). Nach einseitiger ANOV

brat oder 3-MC, nachfolgend Hemmung durch Metyrapon oder -NP (Erfassung 

 ± SD von n = 5 Experimenten dargestellt, außer: n = 
A und Bonferroni's multiplem Vergleichstest ergaben 

ten, zeitgleichen Kontrolle 
ofibrat der gleichen Zeit 

n 
mbinationen erwies sich die Steigerung der Umsatzrate in eder 

ine bevorzugte Induktionszeit noch eine bestimmte Zeit mit dem Substra ren cha-
rakteristisch für die signifikanten Erhöhungen durch 3-MC. In ihrem Einfluss a ie Hem-
mung der durch Clofibrat oder 3-MC- induzierten Zellen unterschieden sich die beiden Inhibi-

ren Metyrapon und α-NP kaum. Beide blieben nahezu ohne inhibitorischen Effekt.  
usammenfassend läs ich sagen, dass die Reduktion von DAB mit zun  Inkuba-
onszeit zunahm. Der CYP 4A spezifische Induktor Clofibrat brachte keine Steigerung der 

Umsatzrate. Die Werte nach 3-MC- Behandlung lagen über denen der mit Clofibrat umgesetz-
n Zellen, allerdings ergab auch die 3-MC- Induktion keine durchweg signifikante Erhöhung 

der DAB- Umsatzraten. Eine Verminderung der Kupplungsprodukt- Menge durch die poten-
en Inhibitoren Metyrapon und α- Naphthoflavon konnte nich nachgewiesen werden. 

amit ist für die Reduktion des DAB eine Beteiligung von CYP 4A- Enzymen unwahrschein-
ch. Die Zunahme der DAB-Reduktion mit fortschreitender Zeit ohne Veränderung durch In-
uktoren und Inhibitoren kann auf die, in Kap. 3.5.3.4 angesprochenen, zytosolischen Reduk-
sen zurückzuführen sein. 

 
ine UVA- Bestrahlung mit 8 J/cm2 bzw. eine UVB- Bestrahlung mit 50 mJ/cm2 vor der Zu-
abe der Induktorlösungen analog zur Durchführung der EROD-, ECOD- und Testosteron- 
estrahlungsversuche (vgl. Kap. 4.3.1.3 d; 4.3.2.3 b; 4.3.3.2 c) ergab keine signifikante Ver-

e-
stellt) 

2
sich: * p < 0,05 für Clofibrat gegenüber der unbehandel
 * p < 0,05 für Clofibrat + Metyrapon gegenüber Cl
 * p < 0,05 für Clofibrat + α-Naphthoflavon gegenüber Clofibrat der gleichen Zeit 
 * p < 0,05 für 3-MC gegenüber der unbehandelten, zeitgleichen Kontrolle 
 * p < 0,05 für 3-MC + Metyrapon gegenüber 3-MC der gleichen Zeit 
 * p < 0,05 für 3-MC + α-Naphthoflavon gegenüber 3-MC der gleichen Zeit 
(Daten zur Verfügung gestellt von Dietrich, A. - weitere Werte unter [51]) 
 
Wie die Abb. 5.3.46 zeigt, führte der Einsatz des Induktors Clofibrat zu keiner nennenswerten 
Erhöhung der Umsatzrate von DAB im Vergleich zu uninduzierten Zellen. Meist lagen die 
Mengen an Kupplungsprodukt nach Clofibrat- Behandlung sogar unter denen der Kontrollzel-
len, die nur in Medium inkubiert wurden. Die Verwendung des Induktors 3-MC ließ die Um-
satzraten von DAB geringfügig ansteigen. Von den untersuchten 16 zeitlich verschiedene
Ko 6 Fällen als signifikant. W
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as Ziel dieser Arbeit war es, ein System zu etablieren, das es ermöglicht, die CytochD

P450- abhängigen Enzymaktivitäten in HaCaT- Keratinozyten näher zu charakterisieren. An-
hand von so genannten Enzymvermittelten Indikatorreaktionen sollte die Aktivität einzelner 
Enzyme oder zumindest die Aktivität von speziellen Subfamilien beschrieben werden. Der 
Schwerpunkt der Untersuchungen lag in der Charakterisierung der Subfamilie CYP1A/ 1B, 
des für den Arzneistoff- Metabolismus besonders relevanten Enzym
familie 4A. Es wurden als Indikatorreaktionen ausgewählt: 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylie-
r
und 4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen-Reduktion (DAB). Es wurden jeweils die Grundum-
sätze ermittelt und die Auswirkungen von verschiedenen Induktoren und Inhibitoren getestet. 
Mit Ausnahme der Reduktion erfolgte jeweils eine Untersuchung des Einflusses von UVA- 
oder UVB- Strahlung auf die Bestimmung der enzymatischen Aktivität. Zu Beginn der Unter-
suchungen sollte das Wachstumsverhalten der HaCaT- Zellen charakterisiert und optimale 
Bedingungen für die Zellkultur gefunden werden. Daran anschließend erfolgte die Etablierung 
von zwei Viabilitätstests. Es wurde mit dem Neutralrot (NR)- Test die schädigenden Auswir-
kungen auf Zellmembranen erfasst. Mit dem MTT- Test konnten Schädigungen in den Mito-
chondrien und damit für die Zelle schwerwiegendere Schädigungen bestimmt werden. 

1) Viabilitätsassays 
Die Zytotoxizitätstests der verwendeten Substanzen im Vorfeld der eigentlichen Unter-
suchungen dienten der Festlegung der Arbeitskonzentrationen aller Substanzen, die mit den 
HaCaT- Zellen inkubiert wurden. Es sollte sichergestellt werden, dass die Ergebnisse zur Me-
tabolisierung nicht, oder zumindest so wenig wie möglich, durch toxische Einflüsse überdeckt 
werden. Es wurde ermittelt, dass in allen Fällen die Toxizität, gekennzeichnet anhand der 
Herabsetzung der Lebensfähigkeit, umso deutlicher ausgeprägt war, je geringer die Konfluenz 
des Zellrasens bei Versuchsbeginn war. Das Arbeiten kurz vor bzw. bei einsetzender Konflu-
enz verringerte die Zytotoxizität deutlich. Nahezu alle Substanzen erwiesen sich in den Kon-

 im Lichtmikroskop gut zu beobachten war. Eine zunehmende 

zentrationen, in denen sie bei den enzymatischen Reaktionen zum Einsatz kamen, als un-
toxisch für HaCaT- Zellen. Kritisch zu betrachten bleibt die Verwendung von Proadifen. So-
wohl mit der Zunahme der Konzentration als auch bei steigender Inkubationszeit nahm die 
Schädigung der Zellen zu, was
Konfluenz des Zellrasens schwächte auch in diesem Fall die Toxizität ab. Der Einsatz von 
Proadifen (125µM) auf 80% konfluente HaCaT- Zellen über 24h führte bei der Untersuchung 
der 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylaseaktivität (ECOD) zu keinen lichtmikroskopisch erkenn-
baren Schädigungen der Zellen, wenngleich eine Beeinträchtigung der Zellen nicht völlig aus-
geschlossen werden kann. In der selben Proadifen- Konzentration ergaben sich über 48h bei 
sonst gleichen Bedingungen im MTT- Test Lebensfähigkeitswerte unter 20%, wurde das Pro-
adifen nur 50µM eingesetzt, waren die Schäden nicht signifikant. 
Ebenso kritisch ist der Einsatz von Testosteron (250µM) zu sehen. Einerseits war diese Kon-
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zentration nötig, um messbare Mengen an Testosteron- Metabolisierungsprodukten zu erhal-
ten, andererseits führte sie bei halbkonfluenten HaCaT- Zellen über 53h zu einer Halbierung 
der Lebensfähigkeit im MTT- Test, wenngleich der NR- Test mit 100%iger Konfluenz über 
48h Lebensfähigkeitswerte über 80% lieferte. 
In Kombination mit der UV- Bestrahlung waren die Toxizitätstests wichtig, um darzustellen, 
inwiefern die Ergebnisse ausschließlich den Metabolisierungsreaktionen zuzuordnen sind, 
oder ob eventuell toxische Effekte, ausgelöst durch die Strahlung, das metabolische Verhalten 
der Zellen beeinflussten. 

2) Bestimmung der enzymatischen Aktivität von HaCaT- Keratinozyten 
A) 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD) 
Die HaCaT- Keratinozyten zeigten eine basale Deethylierung von 7-Ehoxyresorufin (ER) zu 
Resorufin. Aufgrund der Spezifität dieser Modellreaktion ließ sich damit das Vorhandensein 
der CYP- Isoenzyme 1A1 und 1A2 belegen. Die gebildete Menge Resorufin nahm anfänglich 
mit der Zeit zu und blieb dann, bei einer Ausgangskonzentration von ER (2µM), von 4 bis 72 
Stunden konstant um 660 pmol/mg Protein. Eine Erhöhung der ER- Konzentration wirkte mit 
steigender Konzentration bei gleichzeitig zunehmender Inkubationszeit toxisch auf die 
HaCaT- Zellen, wodurch weniger Resorufin gebildet wurde. Kürzere ER- Inkubationszeiten 
bis zu 5 Stunden führten bei steigenden ER- Konzentrationen zu einer vermehrten Produktbil-
dung. Die Werte der Grundumsetzung mit der Literatur zu vergleichen gestaltete sich auf-
grund der vielfachen Variationsmöglichkeiten zwischen den Assays schwierig. In einem Re-
view über Keratinozyten- Zellen wurde dieses Problem bereits diskutiert [20].  
Der Einsatz von 3- Methylcholanthren ergab eine deutliche Induktion von CYP 1A1/2 an 
HaCaT- Zellen. Die steigende Konzentration von 3-MC (0,5µM; 1µM; 2µM) führte zu einer 
vermehrten Bildung von Resorufin. Für die einzelnen Konzentrationen ergaben sich maximale 
Induktionswerte nach 24- bis 28- stündiger Induktion, längere Inkubationszeiten mit 3-MC 
führten zu allmählich abnehmenden Resorufin- Mengen. Bei der 24- stündigen Induktion mit 
3-MC konnten bei Einsatz von 0,5µM 3-MC die 1,7-fache Menge an Resorufin (pmol/mg 
Protein) gegenüber dem Basallevel ermittelt werden, diese stieg mit 3-MC (1µM) auf den 
Faktor 3 und erreichte mit Induktion durch 3-MC (2µM) eine knapp 4-fache Steigerung ge-
genüber dem Grundumsatz. Auch Delescluse et al. [48] erreichten mit dieser 3-MC- Konzen-
tration eine 4-fache Erhöhung der EROD- Aktivität an HaCaT- Zellen, wenngleich die sonsti-
gen Assay- Bedingungen verschieden waren. Bei Einsatz von 3-MC an HaCaT- Zellen gerin-
ger Konfluenz und bei gleichzeitig kurzer Induktionszeit (7h) führten die niedrigeren 3-MC- 
Konzentrationen (0,5µM; 1µM) zu einer größeren Steigerung der Resorufin- Menge gegen-
über 3-MC (2µM), wie dies auch von Delescluse ermittelt wurde [48]. Gleichzeitig konnte bei 
Verwendung von unkonfluenten HaCaT- Zellen eine 6-fache Erhöhung der EROD- Aktivität 
nach Induktion durch 3-MC (2µM) bestimmt werden.  
Die Verwendung von Phenobarbital führte zu keiner Steigerung der 7-Ethoxyresorufindeethy-
lierungsrate. Die unter Phenobarbital- Einwirkung erhaltenen Mengen an Resorufin waren in 
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fast allen Versuchen geringer als die mit Medium behandelten Kontrollwerte. Eine Erklärung 
dafür konnte mit den Toxizitätstests von Phenobarbital nicht geliefert werden.  
Eine Hemmung der durch 3-MC induzierten EROD- Aktivität konnte mit α- Naphthoflavon 
(α-NP) erreicht werden. Das Ausmaß der Inhibition war von der Stärke der vorherigen Induk-
tion abhängig. Wurde mit 3-MC die Resorufin- Menge gegenüber der Kontrolle auf das 3-bis 
4-fache erhöht, konnte durch α-NP (1µM) diese Menge auf das Kontrollniveau gesenkt wer-
den. Fiel die Induktion geringer aus, ergaben sich nach der α-NP- Behandlung Werte für Re-
sorufin, die die Kontrollwerte unterschritten. Führte der Einsatz von 3-MC zu einer 5-fachen 
Induktion der Resorufin- Werte und darüber hinaus, reduzierte α-NP (1µM) die EROD- Akti-
vität zwar signifikant, konnte die Resorufin- Werte aber nicht vollständig auf das Kontrollle-
vel absenken.  
Als weiterer möglicher Inhibitor der EROD- Aktivität wurde Proadifen eingesetzt. Aufgrund 
der starken Toxizität dieser Substanz war eine Auswertung für diese Modellreaktion nicht 
möglich. 
Es wurde der Einfluss der UVA- Strahlendosen 1 J/cm2; 8 J/cm2 und 16 J/cm2 untersucht. We-
der innerhalb der verschiedenen Strahlendosen noch gegenüber den unbestrahlten Kontrollzel-
len kam es zu Veränderungen in der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase- Aktivität bis 72h nach 
der Bestrahlung. Die Induktion erfolgte dabei mit 3-MC (2µM) über 24h, die Inhibition mit 
α-NP (1µM) bei gleichzeitiger Einwirkung des Substrates 7-Ethoxyresorufin (2µM) ebenfalls 
über 24h. Für die Induktionszeit von 48h mit 3-MC (2µM), und damit 96h nach der Bestrah-
lung, wurde, bei sonst gleichen Bedingungen, eine mit der UVA- Dosis steigende EROD- Ak-
tivität ermittelt. Besonders deutlich war dies in den mit Medium behandelten Kontrollzellen, 
deren Resorufin- Mengen lagen bis zu 1,5-fach höher als 72h nach der UVA- Bestrahlung. 
Die basale 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase-Aktivität nach Bestrahlung mit UVA (16 J/cm2) 
führte zu Resorufin- Mengen leicht über denen der unbestrahlten, aber 3-MC- induzierten Zel-
len. Die Werte der HaCaT- Zellen mit Induktor bzw. mit der Induktor-/Inhibitor- Kombina-

on zeigten 96h nach der Bestrahlung ebenfalls eine tendenzielle Zunahme der EROD- Akti-
ität mit steigender Strahlendosis, allerdings lagen die Resorufin- Mengen nie höher, als die 
ach 72 Stunden erhaltenen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die durch 3-MC hervorge-
fene Induktion der 7-Ethoxyresorufinumsetzung mit zunehmender Zeit und mit steigender 
VA- Bestrahlung geringer wurde. In gleicher Weise fielen die Resorufin- Werte für die Be-
andlung mit 3-MC plus α-NP niedriger aus. Ein MTT- Test nach der gesamten Umsetzung 
es keine toxischen Effekte auf die HaCaT- Zellen erkennen.  
ur Untersuchung des Einflusses von UVB- Strahlung auf die CYP1A1/A2- vermittelte 
ROD konnten nur Versuche mit Strahlendosen von 25 mJ/cm2 und 50 mJ/cm2 zur Auswer-
ng gebracht werden. Bei dem beabsichtigten Einsatz von UVB (100 mJ/cm2) verloren die 
ellen die Haftung am Gefäßboden, was die Testung unmöglich machte. 
s ergaben sich große Unterschiede zwischen den beiden Strahlendosen. Wenngleich mit dem 
TT- Test für UVB (50 mJ/cm2) bis 128 Stunden nach der Bestrahlung an mit Medium be-

andelten HaCaT- Zellen keine toxischen Effekte nachgewiesen werden konnten, fanden sich 
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ei Betrachtung der Zellen im Lichtmikroskop bereits 24h nach dieser Bestrahlung sichtbare 
inweise auf eine Schädigung der Zellen (Schrumpfung, Abrundung). Dies ist der anzuneh-
ende Grund für die geringe 7-Ethoxyresorufin-Deethylierungsrate nach UVB (50 mJ/cm2) 

2h nach der Bestrahlung. Es fand sich in allen untersuchten Gruppen ein vergleichbares Bild, 
ie Resorufin- Mengen der unbestrahlten Kontrolle und der mit UVB (25 mJ/cm2) bestrahlten 
roben waren nicht signifikant verschieden, dagegen erreichten die Resorufin- Werte nach 
VB (50 mJ/cm2) nur ein siebtel dieser Werte. Vergingen nach der Bestrahlung 96h (was bei 
en induzierten Zellen 48h Induktion entsprach), sanken die Resorufin- Werte mit Bestrah-
ng von 0 und 25 mJ/cm2 um durchschnittlich die Hälfte gegenüber den 72h-Werten. Im Ge-

ensatz dazu stiegen die niedrigen Resorufin- Werte nach UVB (50 mJ/cm2) auf das Doppelte 
n. 
nb
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a Sie blieben zwar unter denen der geringeren UVB- Dosis, überschritten aber teilweise die 

estrahlten Kontrollen. Die HaCaT- Zellen waren entweder in der Lage, die durch die 
 

len auszu  (50 mJ/cm2) mit zunehmender Zeit nach 

er Induktion der EROD- Aktivität. 

u
UVB- Bestrahlung hervorgerufene Schädigung zu reparieren oder durch das Wachstum neuer
Z gleichen. In der Folge konnte für UVB
der Bestrahlung eine Zunahme der EROD- Aktivität beobachtet werden. 
Der Einsatz von Phenobarbital führte auch in Kombination mit UVB- Bestrahlung nicht zu 
e
Die Veränderung der Protein- Mengen in HaCaT- Zellen nach 7- Ethoxyresorufin in Kombi-
nation mit UV- Bestrahlung wird nachfolgend unter 3) Weitere Aspekte erläutert. 
B) 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD) 
Die HaCaT- Keratinozyten zeigten eine basale Deethylierung von 7-Ehoxycoumarin (EC) zu  
7-Hydroxycoumarin (7-HC; häufig auch als Umbelliferon bezeichnet). Anders als bei der vor-
herigen Modellreaktion konnte das Deethylierungsprodukt 7-HC nur nach vorangegangener 
Deglucuronidierung/- sulfatierung zuverlässig bestimmt werden. Dies belegt das Ablaufen 
von Phase-II-Reaktionen in HaCaT- Zellen. Es wurde keine Zeitabhängigkeit der Umsetzung 
untersucht, die Reaktionen mit EC erfolgten über 24 Stunden. Ausgangskonzentrationen von 
100µM; 250µM und 500µM EC führten zu 7-Hydroxycoumarin-Werten von 1080; 1075 bzw. 
840 pmol/mg Protein an HaCaT- Zellen von 80%iger Konfluenz. Ein völlig konfluenter Zell-
rasen lieferte bei gleicher Inkubationszeit und gleichen EC-Konzentrationen 2090; 1585 und 
660 pmol/mg Protein 7-Hydroxycoumarin. Die Erhöhung der EC- Konzentration wirkte zu-

mend toxisch auf die HaCaT- Zellen, wodurch weniger Hydroxycoumarin gebildet wurde. 
ine Induktion der 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung konnte durch 3-Methylcholanthren 
rzielt werden, Phenobarbital zeigte keinen induktiven Effekt. Bei der Umsetzung von EC 

MC (5µM) eine Erhöhung der 7-HC- Menge um das 25-fache erreicht, mit 3-MC (2µM) lag 
ie HC- Menge mit über 8000 pmol/mg Protein 13-fach über den mit Medium behandelten 

ntrollwerten. Wurde die gleiche Untersuchung an konfluenten Zellen durchgeführt, so er-
ab sich eine durchschnittliche Erhöhung um das 5-fache. Die Untersuchung unterschiedli-
her EC- Konzentrationen im Anschluss an eine 24-stündige 3-MC (2µM)- Induktion führte 
r EC (100µM) zu einer 4,5- fachen, für EC (250µM) zur 5-fachen Erhöhung der 7-HC-
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(250µM) an noch nicht konfluenten HaCaT- Zellen wurde durch 24-stündige Induktion mit 3-
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Werte. Aufgrund der zunehmenden toxischen Einflüsse von EC (500µM) fielen die 7-HC-
engen verglichen mit EC (100µM; 250µM) in den Medium- behandelten Kontrollgruppen 

eringer aus. Dagegen wurden bei den Induktionsversuchen diese toxischen Einflüsse von EC 
0µM) nicht deutlich, die 7-HC- Werte stiegen mit zunehmender EC- Konzentration. So er-

aben sich nach 3-MC-Induktion und nachfolgender Umsetzung mit EC (500µM) über 24h 
chwankungen von 7- bis 13-fach über Kontrollniveau. 
in Vergleich zur 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung zeigt, dass der durch 24-stündige In-
uktion mit 3-MC (2µM) und anschließender Substratumsetzung (24h) erzielte Zuwachs für 
ie ECOD etwas höher ausfiel (5-fach gegenüber 4-fach), was die Angaben in der Literatur 
estätigt, dass an der 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung Cytochrom-P450-Isoenzyme aus 
erschiedenen Enzymfamilien beteiligt sind, während die EROD charakteristisch für Enzyme 
er Subfamilien CYP1A/1B- ist [93]. 

 konnte mit α- Naphthoflavon 

er Lebensfähigkeit der HaCaT- Zellen bei steigender EC und α-NP- Konzentration ergab 
s 

eutlich, 
. Bei 
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Eine Hemmung der durch 3-MC induzierten ECOD- Aktivität
(α-NP) erreicht werden. Da sich bei den vorangegangen MTT- Toxizitätstests eine Abnahme 
d
(vgl. Kapitel 5.2.2.1), wurde zur Untersuchung zunächst nur α-NP (0,5µM) eingesetzt. Die
reduzierte die 7-HC- Menge an unkonfluenten HaCaT- Zellen nach vorheriger 3-MC-Induk-
tion (2µM; 24h) um den Faktor 1,6, blieb damit noch 8-fach über den Medium- Kontrollwer-
ten. Der Einsatz von α-NP (2,5µM) senkte die 7-HC- Menge nach 3-MC-Induktion d
allerdings wurde auch mit dieser Konzentration das Kontrollniveau nicht ganz erreicht
einem sonst identischen Versuch an konfluenten Zellen, wurden mit α-NP (1µM) die 7-HC- 
Werte nach 3-MC-Induktion auf das Kontrolllevel gesenkt, mit α-NP (0,5µM) gelang dies 
wiederum nicht. Entscheidenden Einfluss auf das Ausmaß der Inhibition hatte nicht nur die 
Konzentration des Inhibitors, sondern auch die Konfluenz des Zellrasens. Geringe Konfluenz 
bedeutete, dass die Inkubation mit 3-MC auf sich in der exponentiellen Wachstumsphase be-
findliche HaCaT- Zellen so stark induzierend wirkte, dass selbst mit der hohen Konzentration 
von α-NP (2,5µM) diese Induktion nicht komplett gehemmt werden konnte. An konfluenten 
Zellen fiel die 3-MC-Induktion weniger stark aus, so dass mit α-NP (1µM) eine vollständige 
Hemmung möglich war. 
Ein ganz anderes Bild ergab sich nach dem Einsatz von Proadifen. Die Inkubation mit Proadi-
fen (50µM) anschließend an die 3-MC- Induktion erhöhte die 7-HC-Werte weiter um das 1,3-
fache. Wurde Proadifen (125µM) verwendet, konnte eine Inhibition der 7-HC- Werte um den 
Faktor 2,6 beobachtet werden. Dass Proadifen kein reiner Inhibitor ist, sondern auch induktive 
Effekte zeigt, wurde bereits in der Literatur beschrieben [13-15;189]. Der Einsatz von Proadi-
fen (125µM) bezüglich der Toxizität gegenüber HaCaT- Zellen wurde bereits diskutiert. 
Es wurde der Einfluss der UVA- Strahlendosen 1 J/cm2; 8 J/cm2 und 16 J/cm2 nach unter-
schiedlichen 3-MC-Induktionszeiten auf die ECOD untersucht. Nach 24-stündiger Inkubation 
mit 3-MC und somit 72h nach der Bestrahlung lies sich für alle Bestrahlungsstufen die Induk-
tion um das 2-3-fache belegen, die durch Inhibition mit α-NP (1µM) auf Kontrollniveau ge-
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steigender UVA- Dosis ab. 
 der Gruppe der mit 3-MC- induzierten und nachfolgend α-NP- gehemmten Zellen war kei-

der UVA- Strahlung ersichtlich.  

blieb aber dabei, dass mit steigen-

hemmt wurde. Dabei ergab sich für die Bestrahlung mit 1 J/cm2 die geringsten Werte, welche 
mit zunehmender Bestrahlungsintensität stiegen, aber die unbestrahlten Kontrollwerte nicht 
überschritten. Längere Zeiten mit 3-MC und somit insgesamt 96h bis 120h nach der Bestrah-
lung waren nur noch schwache induktive Effekte des 3-MC zu verzeichnen, es zeigte sich die 
Tendenz, dass bei den induzierten Proben mit zunehmender UVA- Dosis die 7-HC- Werte 
stiegen, dagegen nahmen sie in der Medium- Kontrollgruppe mit 
In
ne eindeutige Beeinflussung aufgrund 
Zur Untersuchung des Einflusses von UVB- Strahlung auf die ECOD kamen wieder die Strah-
lendosen von 25 mJ/cm2 und 50 mJ/cm2 zum Einsatz. Es wurde deutlich, dass mit zunehmen-
der UVB- Dosis die induktive Kapazität der HaCaT- Zellen auf die ECOD abnahm. In glei-
chem Maß fielen die 7-HC-Werte nach 3-MC- Induktion und nachfolgender α-NP- Hemmung 
geringer aus. Im Gegensatz dazu blieben die 7-HC-Werte des Kontrolllevels konstant, ganz 
gleich, wie intensiv die UVB- Bestrahlung war. Die Verwendung verschiedener EC- Konzen-
trationen führte zu keinerlei bestrahlungsabhängigen Veränderungen. Bestrahlungsversuche 
an noch nicht konfluenten Zellen, bei identischem Versuchsdesign zur Induktion, führten 
zwar zu höheren 7-HC- Werten nach 3-MC- Induktion, es 
der UVB- Dosis die Menge an 7-Hydroxycoumarin, gebildet in HaCaT- Zellen nach Induk-
tion mit 3-MC, rückläufig war.  
C) Testosteron- Metabolisierung 
Der basale Nachweis des CYP3A-Metaboliten 6β-OH-Testosteron war nur nach Einsatz von 
Testosteron (250µM) möglich, geringere Konzentrationen führten in dem Untersuchungszeit-
raum bis 96 Stunden nicht zu einer Bildung von 6β-OH-Testosteron. Zur Produktbildung von 
6β-OH-Testosteron wurde auch eine gewisse Inkubationszeit mit dem Substrat benötigt. Nach 

 von 4-Androsten-3,17-Dion (Andro) geschah im Vergleich zur Bildung von 6β-
-Testosteron recht schnell, so konnte nach 4-stündiger Testosteroninkubation (250µM) 

ereits die Bildung von Andro nachgewiesen werden.  
Eine signifikante Induktion der CYP 3A- vermittelten Bildung von 6β-OH-Testosteron war 
durch keinen Induktor zu beobachten, lediglich Dexamethason schien gegenüber den anderen 
Induktoren etwas überlegen zu sein. Als einziger Induktor begünstigte 3-MC die Umsetzung 
zu Androstendion. Die Androstendion- Bildung ergab für die Induktoren nach 21-stündiger 
Testosteron- Inkubation höhere Werte, als nach 48-stündiger Testosteron- Umsetzung. Unter-
schiedliche Induktionszeiten von 48 und 69h hatten keinerlei Einfluss auf diese Bildung. 
Der Einsatz der eigentlichen Inhibitoren TAO (50µM) und Proadifen (125µM) zeigte eine 

24-stündiger Inkubation mit Testosteron konnte nur unter Einsatz des Induktors Dexametha-
son die Bildung von 6β-OH-Testo ermittelt werden, nach 48-stündiger Inkubation war dies in 
allen untersuchten Fällen, so auch der Medium- Kontrolle möglich. Noch längere Inkuba-
tionszeiten mit Testosteron (96h) führten zu keiner Produktbildung an 6β-OH-Testosteron, 
vermutlich überwog die Toxizität des Testosterons auf die HaCaT- Zellen.  
Die Bildung
OH
b
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weit über das Kontrollniveau und die reinen Induktionswerte hinausgehende Erhöhung an 6β-
H-Testosteron. Eine wirkliche Inhibition, sowohl gegenüber den mit Medium behandelten 
ellen, als auch gegenüber induzierten Zellen, konnte durch Einsatz von TAO (250µM), Pro-

fen (250µM) und α-NP (0,5µM) beobachtet werden. Obwohl es sich dabei teilweise um 
ohe Konzentrationen der Substanzen handelte, konnten lichtmikroskopisch keine Schädigun-

ie in den Versuchen zur Charakterisierung der CYP1-Enzyme eingesetzte Konzentration des 
-NP von 1µM führte bei der Bildung von 6β-OH-Testosteron in keinem Fall zu einer Ver-
inderung der Produktmenge, lediglich die nach 3-MC und PB- Induktion erhaltenen, sehr 

ohen Andro- Werte wurden herabgesetzt. 
ass neben den beiden charakterisierten Produkten der Testosteron- Metabolisierung zum 
eil auch die Menge des noch vorhandenen Testosterons unter der Verwendung der Inhibito-
n abnahm, lässt sich mit dem Vorhandensein weiterer, an der Umsetzung beteiligter Enzy-
e begründen. Diese blieben offenbar durch die eingesetzten Inhibitoren unbeeinflusst. Somit 
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tion, 

2 zu induzieren, was die vermehrte 

egenüber der unbestrahlten Medium- Kontrolle. 

O
Z
adi
h
gen der HaCaT- Zellen beobachtet werden, ein Toxizitätstest hierzu wurde nicht durchgeführt. 
D
α
m
h
D
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m
schritt die Testosteron- Metabolisierung fort. Weitere, bei der Metabolisierung möglicherwei
se entstehende Produkte wurden mit der angewandten Methodik nicht erfasst. 

h

Die UVA- Strahlung reduzierte die Bildung von 6β-OH-Testosteron gegenüber der unbe-
strahlten Kontrolle. Lediglich die Kombination aus PB- Induktion und UVA (1 J/cm2) zeigte 
eine vermehrte Bildung des CYP3A- Metaboliten in HaCaT- Zellen. Bei höheren Stra
sen verringerte sich die Bildung von 6β-OH-Testosteron in Kombination mit PB- Induk
so dass nach UVA 16 J/cm2 keine Produktbildung messbar war. 
Die UVA- Strahlung beeinflusste die Bildung von Androstendion in den Medium- behandel-
ten Kontrollzellen, als auch nach Rifampicin- und Dexamethason- induzierten Proben nicht. 
Dagegen ließ die Kombination aus 3-MC/ UVA als auch PB/ UVA zum Teil eine leichte Er-
höhung der Androstendion- Bildung gegenüber der Medium- Kontrolle erkennen. 
Die noch vorhandene Menge Testosteron nach der Umsetzung lag in nahezu allen Fällen auf 
Kontrollniveau, lediglich alle mit UVA 1 J/cm2 behandelten Zellen (mit Ausnahme der 3-
MC- induzierten) wiesen sehr hohe Mengen Testosteron auf. Umgerechnet beliefen sich die 
Konzentrationen annähernd auf die Ausgangswerte von 250µM Testosteron. Durch eine 
schwache UVA- Dosis von 1 J/cm2 war es somit offenbar möglich, die 17β-Hydroxysteroid-
dehydrogenase 3 (17β-HSD 3) gegenüber der 17β-HSD 
Bildung von Testosteron zur Folge hatte. Im Gegensatz dazu schien eine 3-Methylcholan-
thren- Behandlung zu dem gegenteiligen Effekt zu führen, was mit der vermehrten Bildung 
von Androstendion einherging. Das Verhalten von 17β-HSD 2/3 wurde in dieser Arbeit nicht 
näher charakterisiert. Eine Abhängigkeit der Bildung an Metabolisierungsprodukten von der 
UVA- Dosis ergab sich nur bei Verwendung von Phenobarbital als Induktor, sonst erschienen 
die Effekte eher heterogen. 
Die UVB- Bestrahlung mit 25 mJ/cm2 führte nach Rifampicin- Induktion zu einer dreifachen 
Erhöhung der 6β-OH-Testosteron- Menge g
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 Bestrahlung im Bereich des Medium- Kontrollniveaus. 

dieser Strahlendosis zur Induktion der 

ht genügend Substrat zur Bildung von 6β-

 nicht befriedigend. Da in keiner Untersu-
 sollten alle bisher gemachten Aus-

nur als Tendenz verstanden werden. Eine exaktere 
it nicht zu realisieren. Aufgrund der 

r Metabolisierung von Testosteron wurde auf 

Alle anderen Werte lagen nach dieser
Die Bildung von Androstendion blieb nach 25 mJ/cm2 UVB unbeeinflusst. Die höhere UVB- 
Dosis von 50 mJ/cm2 führte hauptsächlich zu einer Beeinflussung der 17β-HSD 2/3 mit deut-
lichen Unterschieden in Abhängigkeit von den potentiellen Induktoren bzw. Medium. Wäh-
rend die Verwendung von Medium, 3-MC und PB die 17β-HSD 3 begünstigte, mit der Ver-
schiebung des Testosteron- Androstendion- Gleichgewichtes hin zum Testosteron, führte die 
Verwendung von Rifampicin und Dexamethason bei 
17β-HSD 2 gegenüber der 17β-HSD 3, in deren Folge die Androstendion- Menge gegenüber 
allen anderen Werten um ca. das Zehnfache stieg. Sowohl nach Rifampicin, als auch nach 
Dexamethason- und Medium- Behandlung in Kombination mit UVB (50 mJ/cm2) konnte kei-
ne CYP3A- spezifische Bildung von 6β-OH-Testosteron ermittelt werden, was zumindest in 
den beiden ersten Fällen auf eine vermutlich sehr schnelle Umsetzung des Testosteron zu An-
drostendion zurückzuführen war, in deren Folge nic
OH-Testosteron zur Verfügung stand. Der Einsatz von 3-MC und PB, bei dem genügend un-
verstoffwechseltes Testosteron vorhanden war, lieferte 6β-OH-Testosteron- Werte, die sich in 
dem Bereich der unbestrahlten Kontrolle bewegten. Dass die Medium- Kontrolle hierbei kei-
ne Detektion von 6β-OH-Testosteron zuließ, könnte an einer erhöhten Toxizität liegen. Mög-
lich ist auch ein Metabolisierungsweg des Testosterons, der in der vorliegenden Arbeit nicht 
erfasst wurde.  
Die Wiederfindungsraten, besonders die für den CYP3A- Metaboliten 6β-OH-Testosteron, 
waren mit unter 80% für Konzentrationen bis 10µM
hung größere Mengen dieses Produktes ermittelt wurden,
agen, die 6β-OH-Testosteron betreffen, 
uantifizierung war mit der angewandten Methodik som
icht befriedigenden Wiederfindungsraten bei de
ie Ermittlung des Proteingehaltes verzichtet. 

4-(N,N-Dimethylamino)azobenzen-Reduktion (DAB)
it zunehmender Substrat- Inkubationszeit stiegen die Um

c
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D)  

satzraten von DAB nahezu linear.  
er CYP 4A- spezifische Induktor Clofibrat führte zu keiner Zunahme der Mengen an Kupp-
ngsprodukt gegenüber unbehandelten HaCaT- Zellen. Im Gegenteil, die Zellen unter Clofi-

rat- Behandlung lieferten geringere Werte gegenüber der Kontrolle. Durch den Einsatz von 
-MC stiegen die Mengen Kupplungsprodukt leicht an. Eine signifikante Erhöhung gegen-
ber den Kontrollzellen ließ sich aber nur in wenigen Fällen ermitteln. Die beiden Inhibitoren 

tyrapon und α-NP blieben ohne wesentlichen Einfluss auf die DAB- Umsatzraten sowohl 
ach Clofibrat als auch nach 3-MC- Induktion. 
omit konnte für HaCaT- Keratinozyten keine durch DAB-charakterisierbare CYP 4A-Re-
uktase- Aktivität nachgewiesen werden. Es wurde auf die Darstellung der UV- Bestrahlung 
erzichtet und Veränderungen in den Proteinmengen nicht ausführlich charakterisiert. 
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Weitere Aspekte3)  
) Produktmenge und Proteingehalta  
on den meisten Autoren wird vorausgesetzt, dass zu Beginn der Umsetzung die Produktbil-
ung linear verläuft, weshalb die Bestimmung der Produktmengen, ganz gleich bei welcher 
odellreaktion, häufig nur bis 6 Stunden verfolgt wurde. In vielen Studien wurde auch mit 

ellhomogenaten gearbeitet, was die zeitliche Verwendbarkeit zusätzlich einschränkte. In der 
orliegenden Arbeit wurde mit intakten Zellen gearbeitet, so war es möglich, metabolische 
ffekte auch nach 24 und 48 Stunden nachzuweisen, zum Teil fanden die Untersuchungen 
ach noch längerer Inkubationszeit statt. Dabei ergab sich ein Problem, das am Beispiel der 
ROD im Kapitel 5.3.1.1 aufgezeigt wurde. Die genannte Linearität in der Zunahme der Re-

l, galt nur für einen sehr kurzen Zeitraum. Hinzu kam, 
 

kte der Sub-
reinander vergleichen zu können. Ausgewählt 

strat-

V
d
M
Z
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n
E
sorufin- Menge, ausgedrückt in pmol/m
dass die Zunahme der Proteinmenge einen wesentlich steileren Verlauf nahm. Dadurch ergab
sich in der üblichen Darstellung von Produktmenge je mg Protein ein Maximum. Für die 7-
Ethoxyresorufindeethylase- Bestimmung lag dieses Maximum bei ca. 24 Stunden. Aus die-
sem Grund wurden für die Aussagen zur metabolischen Aktivität feste Zeitpun
stratumsetzung gewählt, um die Versuche unte
wurden die Zeitpunkte 24h; 48h gegebenenfalls 72h und 96h, eher selten wurde die Sub
umsetzung schon nach 12h beendet.  
Vermutungen, dass die Verwendung von Induktoren auch zu einem Zuwachs an Protein führt, 
konnten weder für die EROD noch die ECOD belegt werden. Neben den enzymatischen 
Reaktion wurde meist der Proteingehalt bei Versuchsende zusätzlich dargestellt, um dessen 
Einfluss und Bedeutung für die gesamte Umsetzung aufzuzeigen. 
b) UV- Bestrahlung 
Die Verwendung der Bestrahlungskammer ließ einen maximalen Abstand zwischen den 
Leuchtstoffröhren und den Zellproben von 18cm zu. Wenngleich diese Kammer schon häufig 
benutzt wurde [72;144;158], so jedoch zu anderen Problemstellungen als in der vorliegenden 
Arbeit. In der Literatur erfolgte von den meisten Autoren keine Angabe dieses Abstandwertes, 
so konnte keiner Literatur, die sich mit Biotransformation und Hautzellen befasst, ein solcher 
Wert entnommen werden. Im Zusammenhang mit apoptotischen und nekrotischen Vorgängen 
in der Haut war der Abstand häufig angegeben. Dabei reichten die Werte von 20cm (Studien 
an HaCaT- Zellen [95;207]) bis zu 35cm (bei Verwendung von HaCaT [177] und NHK [69]). 
Ein weiteres Kriterium, das sich zwischen den Arbeiten verschiedener Autoren erheblich un-
terschied, ist die Zeit, welche die bestrahlten Zellen anschließend im Medium inkubiert wur-
den. Diese Zeit variierte allein bei Untersuchungen  an HaCaT- Zellen zwischen 3h [207]; 5 

u 1, 4, 8, 24 und 48h [83]. Da in bis 6 Stunden [200]; 8 und 24h [177]; 24h [121;146] bis hin z
weiteren Studien mit verschiedenen Zellarten eine Inkubationszeit im Medium nach der Be-
strahlung von 24 Stunden dominierte, kam sie auch in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz. 
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UVA- Bestrahlung und Proteingehalt: 
Obwohl die Proteingehalte nach UVA und Umsetzung mit Ethoxyresorufin (ER) einigen 

chwankungen unterlagen, war nach 48-stündiger Induktionszeit und damit 96h nach der Be-
ngehaltes mit steigender UVA- Dosis von ca. 

onzentration) zu verzeichnen. Deutlich hö-
tion (72h nach UVA- Bestrahlung) aus. Eine 

klar zu belegen, lediglich die Protein- 
bestrahlten Proben aus. Es erga-

en sich für die unbestrahlten Zellen nach dem 72-stündigem Versuch Proteinmengen von im 
ittel 390µg/ml, in den bestrahlten Proben lagen die Proteinmengen bei durchschnittlich 

50µg/ml, für die mit 1 J/cm2 bestrahlten Zellen ergab sich 480µg/ml Protein. 
. 

iger Inkubation. Die Höheren Dosen von 8 und 16 

r-
eicht wurde. Durch längere Inkubationszeiten verringerte sich der Proteingehalt ebenfalls, so 

ahm in 

 UVB- Bestrahlung ausgelöste Schädigung der Zellen konnte für dieses 
egensätzliche Verhalten nicht die Ursache sein. HaCaT- Zellen, welche mit 50 mJ/cm2 UVB 

bestrahlt wurden und nur im Medium wuchsen, wiesen selbst nach 128h, keine signifikante 
MTT- Toxizität auf (Abb. 5.3.10). Da diese Zellen weder induziert, noch inhibiert wurden, 
sondern nur mit Medium inkubiert und später mit 7-Ethoxyresorufin bzw. 7-Ethoxycoumarin 
behandelt wurden, liegt die einzige Ursache der gegensätzlichen Entwicklung der Proteinmen-
gen bei den Substraten selbst. 
Obwohl für die ECOD- Untersuchen kein Toxizitätstest unter Versuchsbedingungen durchge-
führt wurde, ist die Herabsetzung der Proteinmengen mit zunehmender UVB- Strahlendosis 
mit großer Wahrscheinlichkeit auf eine steigende Toxizität des Substrates 7-EC unter dem 
Einfluss der UVB- Strahlung zurückzuführen. Eine Abnahme des Proteingehaltes gilt als ein 
Hinweis auf die Schädigungen von Zellen. In der Folge der Zellschädigung kommt es zum 
Verlust oder zur Herabsetzung der Membranintegrität, wodurch zunächst die im Plasma gelö-
sten Proteine aus der Zelle austreten und so durch den BioRad-Protein-Assay nicht mit erfasst 
werden. Ist diese Störung in der Membranintegrität nicht reparabel, stirbt die Zelle ab. 
 

S
strahlung eine leichte Zunahme des Protei

00µg/ml auf ca. 230µg/ml (bei konstanter ER- K
her fielen die Werte nach 24-stündiger Inkuba
Abhängigkeit von der UVA- Strahlendosis war nicht 

engen nach UVA (1 J/cm2) fielen höher als die der anderen 

2
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Der Proteingehalt nach UVA und Ethoxycoumarin (EC) ergab die größten Werte von ca
270µg/ml nach 1 J/cm2 UVA bei 24-stünd
J/cm2 führten zu geringeren Werten. Mit UVA (16 J/cm2) ergaben sich Proteinmengen von 
200µg/ml; der gleiche Wert, der in den unbestrahlten, EC- behandelten Kontrollgruppen e
r
lag er nach 96-stündiger Inkubation und UVA (1 J/cm2) bei nur noch 100µg/ml. 
UVB- Bestrahlung und Proteingehalt: 
Ausgehend von Proteinmengen um 200µg/ml für die unbestrahlten Kontrollgruppen n
den Versuchen UVB und EROD mit steigender UVB-Dosis der Proteingehalt bis auf über 
300µg/ml zu (Abb. 5.3.19), wobei sich zwischen dem 72- und dem 96-stündigem Versuch 
kaum Unterschiede ergaben. Die Versuche UVB-ECOD ergaben für die unbestrahlten Kon-
trollen ebenfalls Proteinmengen um 200µg/ml. Hier nahm der Proteingehalt mit steigender 
Strahlendosis bis auf ca.120 µg/ml ab (Abb. 5.3.32).  
Eine allein durch die
g
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Insgesamt fiel auf, dass in jedem Versuch nach UVA oder UVB- Bestrahlung die Protein- 
engen zwischen den einzelnen Gruppen sich nicht unterschieden, d.h. die mit Medium be-

handelten Zellen lieferten gleiche Protein- Mengen wie die mit 3-MC (oder PB) behandelten 
Zellen und wie die mit 3-MC + α-NP- behandelten Zellen. Durch den Einsatz von Induktoren 

M

erfolgte, wie bereits beschrieben, keine Zunahme der Protein- Menge. 
c) Phase-II-Metabolite 
EROD- Untersuchungen von Kern, A. et al. an Hepatozyten ergaben einen sehr großen Anteil 

gebnisse der ECOD- Un-
d zusätzlich bildeten 
r Detektionsgrenze. 

rtes Resorufin be-
aten konnte ausgeschlossen wer-

eiten hinsichtlich der Zellart unterscheiden - es wurde 
eitet - 

Phase-II-Metaboliten ein eindeutige Tendenz, die we-

 
 

an unkonjugiertem Resorufin (über 90%). Gegenteilig fielen die Er
tersuchung aus. Hier gab es bis zu 96% Umbelliferon- Glucuronide un
sich noch einige Sulfate. Der Anteil an freiem Umbelliferon lag an de
[101] 
Ähnlich fielen die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen an HaCaT- Keratinozyten aus. Es 
wurde bei der Bestimmung der EROD- Aktivität nur freies, unkonjugie
stimmt. Die Bildung von Resorufin- Glucuroniden und Sulf
den. Dagegen waren bei der Ermittlung der ECOD- Aktivität ausschließlich Konjugate detek-
tierbar. Obwohl sich die beiden Arb
einerseits mit Hepatozyten, in der vorliegenden Arbeit mit HaCaT- Keratinozyten gearb
zeigte sich hinsichtlich der Bildung von 
niger von den Zellen, als hauptsächlich vom gebildeten Phase-I-Metabolit abhängig war. Für 
die Testosteron- Metabolisierung und die DAB- Reduktion wurden keine Untersuchungen zu 
Phase-II-Metaboliten durchgeführt.
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7 Zusammenfassung 
 
Durch die vorliegende Arbeit mit vier verschiedenen Modellreaktionen konnten weitere Infor-
mationen zu Cytochrom-P-450-vermittelten, fremdstoffmetabolischen Enzymaktivitäten in 
der Keratinozytenzelllinie HaCaT gewonnen werden. 
Mit dem Nachweis der basalen 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylierung (EROD), die als spezi-

sch für die CYP- Enzyme 1A1, 1A2 und 1B1 gilt, konnte deren Vorhandensein in HaCaT- 
Zellen belegt werden. Eine Induktion dieser Enzyme war durch 3-Methylcholanthrenen (3-
MC) möglich, Phenobarbital führte zu keiner Erhöhung der Resorufin- Menge. Die 3-MC- be-
dingte Induktion ließ sich mit α- Naphthoflavon (α-NP) signifikant hemmen, je nach Ausmaß 
der vorangegangenen Induktion bis auf das Basallevel oder sogar darunter. Die Auswirkungen 
des als Inhibitor getesteten Proadifen konnten aufgrund dessen starker Toxizität nicht eindeu-
tig beurteilt werden. Die der EROD als auch der Induktion vorangehende Bestrahlung der 
HaCaT- Zellen mit den UVA- Dosen 1; 8 und 16 J/cm2 führte 72 Stunden nach der Bestrah-
lung zu keiner signifikanten Veränderung der 7-Ethoxyresorufin-O-Deethylase- Aktivität we-

hlten Zellen. 
ergingen nach der Bestrahlung 96 Stunden, wurde, bei sonst identischen Versuchsbedingun-
en, eine mit der UVA- Dosis steigende EROD- Aktivität ermittelt. In allen Versuchen wurde 

durch die UVA- Bestrahlung eine nicht dosisabhängige Zunahme der Proteinmenge gegen-
über den unbestrahlten Zellen ermittelt. Die Bestrahlung mit UVB (25 bzw. 50 mJ/cm2) ergab 
72 Stunden nach der Bestrahlung für die 25 mJ/cm2-bestrahlten Proben Resorufin- Werte im 
Bereich der unbestrahlte Kontrolle, dagegen konnte nach UVB (50 mJ/cm2) nur ein siebtel 
dieser Werte ermittelt werden. Wenngleich ein MTT- Toxizitätstest mit dieser UVB- Dosis 
keine Hinweise auf signifikant schädigende Einflüsse ergab, wurden im Lichtmikroskop mor-
phologische Veränderungen beobachtet. Es konnte nicht abschließend geklärt werden, ob die 
Verringerung der EROD- Aktivität nach UVB (50 mJ/cm2) durch zellschädigende Einflüsse 
der einer Herabsetzung der CYP1-spezifischen Enzymaktivitäten ausgelöst wurde, oder ob 
ine Kombination aus beiden Faktoren vorlag. Gegen toxische Effekte auf die Zellen sprach 

die stets mit der UVB- Dosis zunehmende Proteinmenge. Vergingen nach der Bestrahlung 96 
Stunden, waren die Resorufin- Werte der unbestrahlten Kontrollen und der nach UVB (25 
mJ/cm2) rückläufig, während die Werte nach UVB (50 mJ/cm2) zunahmen. Insgesamt wurden 
zum gleichen Zeitpunkt nach der UVA- Bestrahlung höhere Enzymaktivitäten gegenüber der 
UVB- Bestrahlung ermittelt.   
Mit der Modellreaktion der 7-Ethoxycoumarin-O-Deethylierung (ECOD) werden zwar vor-
wiegend die Enzyme CYP1A1 und 1A2 charakterisiert, daneben ist in menschlichem Gewebe 
auch eine Beteiligung von Enzymen der Familien CYP2 und CYP3 bekannt. Für HaCaT- Zel-
len wurde eine basale ECOD- Aktivität ermittelt. Mit 3-MC, nicht aber mit Phenobarbital, 

urde nach 24-stündiger Inkubation eine signifikante Induktion der Umsetzung beobachtet, 
eren Ausmaß abhängig von der Konfluenz des Zellrasens und der Substratkonzentration war. 
unehmende Zeiten mit dem Induktor verringerten das Ausmaß der Induktion gegen null. Ein 

fi

der zwischen den verschiedenen Strahlendosen noch gegenüber den unbestra
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Vergleich der Induktion, die sich nach 24-stündiger Induktion mit 3-MC (2µM) und an-
chließender 24-stündiger Umsetzung entweder mit 7-Ethoxyresorufin oder 7-Ethoxycouma-

rin ergab, führte für das erste Substrat zu einer 4-fachen Erhöhung und für 7-EC zu einer 5-fa-
chen Induktion. Es konnte somit belegt werden, das in HaCaT- Keratinozyten neben den 
CYP- Enzymen 1A1/2 und 1B1 noch weitere Enzyme induziert werden können. Eine Hem-
mung der durch 3-MC induzierten ECOD- Aktivität konnte mit α- Naphthoflavon erreicht 
werden. Es gelang, mit α-NP eine Inhibition zu erreichen, die abhängig war, vom Ausmaß der  
vorangegangenen Induktion und der Inhibitor- Konzentration selbst. Proadifen zeigte in gerin-
ger Konzentration induzierende Effekte auf die ECOD, in höherer Konzentration wirkte es 
hemmend, wobei zusätzliche toxische Effekte erhöhter Proadifen- Konzentrationen relevant 

aren. Die UVA- Strahlung führte in Medium- behandelten Zellen zu einer Verringerung der 
-Hydroxycoumarin- Menge, in den Zellen, die mit 3-MC behandelt wurden, konnte eine Zu-
ahme mit steigender Bestrahlungsintensität ermittelt werde. Insgesamt blieb der Einfuß von 
VA- Strahlung auf HaCaT- Zellen sehr gering. Die Bestrahlung mit UVB ergab, dass mit 

teigender UVB- Dosis die Menge an 7-Hydroxycoumarin, und damit die 7-Ethoxycoumarin-
 induzierten Zellen. 

Alle Bestimmungen der ECOD konnten nur nach vorangegangener Deglucuronidierung/- sul-
fatierung erfolgen, was das Ablaufen von Phase-II-Reaktionen in HaCaT- Zellen belegt. 
Mit der Testosteron- Metabolisierung sollte eine für die Arzneistoff- Metabolisierung beson-
ders bedeutsame Cytochrom- Subfamilie 3A charakterisiert werden, insbesondere das Enzym 
CYP3A4. Der basale Nachweis des CYP3A4-Metaboliten 6β-OH-Testosteron war nur nach 

insatz von Testosteron (250µM) möglich. Die Bildung dieses Metaboliten war auch stark 
eitabhängig, so konnte nach 24-stündiger Inkubation mit Testosteron konnte nur unter Ein-

 
Inkubation w
Medium- Ko  2 

xamethason erwies sich 
 begünstigte 3-MC 

ließende Einsatz der eigentli-
rte in jeweils niedriger 

onzentration, zu weit über das Kontrollniveau und die reinen Induktionswerte hinausgehen-

den. Die UVA- Strahlung reduzierte die Bildung von 6 -OH-Testosteron gegenüber der unbe-
strahlten Kontrolle. Die Androstendion- Bildung wurden durch UVA- Strahlung in den Medi-
um- behandelten Zellen, als auch nach Rifampicin- und Dexamethason- Induktion nicht be-
einflusst. Eine der UVA- Bestrahlung folgende Behandlung der HaCaT- Zellen mit 3-MC als 

s
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O-Deethylierung, rückläufig war, ganz gleich, ob im Basallevel oder den

E
z
satz des Induktors Dexamethason eine Produktbildung verzeichnet werden, nach 48-stündiger

ar die Bildung von 6β-OH-Testosteron in allen untersuchten Fällen, so auch der 
ntrolle möglich. Ein anderes Enzym, die 17β- Hydroxysteroiddehydrogenase

(17β-HSD2), führt bereits nach 4 Stunden mit Testosteron zur Bildung von 4-Androsten-3,17-
Dion (Andro). Eine signifikante Induktion der CYP3A4- vermittelten Bildung von 6β-OH-
Testosteron war durch keinen Induktor zu beobachten, lediglich De
leicht überlegen gegenüber den anderen Induktoren. Als einziger Induktor
die Umsetzung zu Androstendion. Der an eine Induktion ansch
chen Inhibitoren Triacetyloleandomycin (TAO) und Proadifen füh
K
den Erhöhungen der 6β-OH-Testosteron- Menge. Die Hemmung der Umsetzung zu 6β-OH-
Testosteron konnte mit TAO und Proadifen in höherer Konzentration und α-NP erzielt wer-

β
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auch mit Phenobarbital führte zu breit streuenden Androstendion- Werten, die im Mittel über 
den unbestrahlten Kontrollwerten lagen. Die Bestrahlung mit UVB (25 mJ/cm2) führte nach 
Rifampicin- Induktion zu einer dreifachen Erhöhung der 6β-OH-Testosteron- Menge gegen-

teron in Konzentrationsbereichen um 10µM bewertet werden, wie 
ie für die Untersuchungen relevant waren. 

Umsatzraten. Damit ließ sich für HaCaT- Zellen eine nicht CYP4A- katalysierte Re-
duktaseaktivität belegen. 
 

über der unbestrahlten Medium- Kontrolle. Die Werte nach Dexamethason, 3-MC und Pheno-
barbital- Behandlung lieferten CYP3A4-Metabolisierungsprodukte im Bereich der unbestrahl-
ten Kontrollen. Die Bestrahlung der HaCaT- Zellen mit UVB (50 mJ/cm2) führte zur 10-fa-
chen Zunahme der Androstendion- Mengen nach Behandlung mit Rifampicin bzw. Dexame-
thason. In beiden Fällen konnte kein 6β-OH-Testosteron bestimmt werden. Der Einsatz von 
3-MC und PB lieferte 6β-OH-Testosteron-Werte im Bereich der unbestrahlten Kontrollen. 
Für Zellen, die mit Medium inkubiert und mit UVB (50 mJ/cm2) bestrahlt wurden, ließ sich 
kein 6β-OH-Testosteron nachweisen, die dazugehörenden Androstendion- Werte waren ge-
genüber den Kontrollwerten leicht erhöht. Als negativ muss die nur knapp 80%ige Wiederfin-
dungsrate für 6β-OH-Testos
s
In Abhängigkeit von der Zeit konnte eine nahezu lineare Zunahme der 4-(N,N-Dimethylami-
no)azobenzen-Reduktion (DAB) ermittelt werden. Der CYP4A- spezifische Induktor Clofi-
brat führte zu keiner Veränderung in den Produktmengen gegenüber unbehandelten HaCaT- 
Zellen. Auch der Einsatz der Inhibitoren Metyrapon und α-NP blieben ohne Einfluss auf die 
DAB- 
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8 Ausblick 
 
Die bisher ermittelten Ergebnisse lassen viel Raum für weitere Untersuchungen.  
Es sollte die Testosteron- Metabolisierung mit einer anderen Methodik, die den zuverlässigen 
Nachweis geringster Mengen 6β-OH-Testosteron erlaubt, wiederholt werden und in dem Zu-
sammenhang auf mögliche weitere Metabolisierungsprodukte untersucht werden. Als weiterer 
Aspekt bei der Umsetzung von Testosteron kann untersucht werden, welches Verhalten die 
HaCaT- Zellen zeigen, wenn sie vor der Umsetzung nicht nur konfluent, sondern schon einige 
Tage bis Wochen alt sind. 
Neben den in dieser Arbeit eingesetzten Modellreaktionen zur Charakterisierung von Cyto-
chrom P450- Enzymen gibt es eine Vielzahl weiterer Reaktionen, mit denen das biotransfor-
matorische Verhalten von HaCaT- Keratinozyten weiter beschrieben werden kann. Insbeson-
dere die in dieser Arbeit nicht untersuchten Enzyme aus der Familie CYP2 bedürfen einer ge-
naueren Charakterisierung.  
Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden die Zellen stets erst der UV- Strahlung ausge-
setzt, dann induziert und schließlich gehemmt und mit Substrat umgesetzt. In einer anderen 
möglichen Reihenfolge könnte die Bestrahlung nach der Induktion erfolgen. Dies würde den 
Fall simulieren, dass ein Arzneimittel, systemisch oder lokal verabreicht, die Keratinozyten 
induziert und anschließend UV-Strahlung auf die Haut trifft. Gerade für Testosteron wäre 

nteressant, was passiert mit der Biotransformation, wenn das Substrat auch die Fragestellung i
sich auf der Haut befindet und es dann zu einer UV-Bestrahlung kommt. Dies kann allerdings 
für die anderen Reaktionen dieser Arbeit in der Form nicht untersucht werden, da die Substra-
te zu lichtempfindlich sind. 
Ein weiterer möglicher Untersuchungsansatz wäre, wie wirkt sich eine wiederholte Induktion 
als auch eine wiederholte UV-Bestrahlung auf die Zellen aus? 
Bisher noch nicht getestet wurde die gemeinsame Bestrahlung der HaCaT- Keratinozyten mit 
UVA- und UVB-Strahlung und deren Einfluss auf biotransformatorische Prozesse. 
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