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1. Einleitung

1. Einleitung

Tenside verfligen Uber die besondere Eigenschaft, die Spannung zwischen den
Grenzflachen zweier Phasen herabzusetzen. Diese Eigenschaft, aktiv Grenzen zu
uberwinden, macht sie zu einer viel gefragten Stoffgruppe. Sie fungieren z.B. als
Emulgatoren, indem sie die Grenzflachenspannung zwischen zwei flissigen Phasen
vermindern. Auch zwischen unterschiedlichen Aggregatzustdnden kénnen sie pha-
senvermittelnd wirken, so z.B. als Schaumbildner zwischen gasférmigen und flUs-
sigen Stoffen, als Solubilisatoren oder Netzmittel zwischen Flissigkeiten und Fest-
stoffen. Das grenzflachenaktive Verhalten lasst sich auf den chemischen Bau dieser
Stoffgruppe zurtckfuhren. Sie bestehen aus einem hydrophilen sowie einem hydro-
phoben Teil und kénnen aufgrund dieser Ambivalenz die Grenzflachenspannung
herabsetzen und phasenvermittelnd wirken. Sowohl in Bereichen des téaglichen
Lebens, als auch in grol3em MalR3e in der Industrie finden sie deshalb haufig Ver-
wendung [213].

In Arzneimitteln sind Tenside als Hilfsstoffe unentbehrlich. Von Hilfsstoffen werden
neben konstanter Qualitat, chemischer und physikalischer Inaktivitat und mikrobio-
logischer Reinheit vor allem eine gute physiologische Vertraglichkeit gefordert [20].
Obwohl ihre orale Toxizitat in aller Regel als gering eingeschatzt worden ist, stehen
Tenside immer wieder im Mittelpunkt toxikologischer Untersuchungen [25, 99, 168].
Bei solchen toxikologischen Tests werden Tenside vor allem auf ihre Unbedenk-
lichkeit im Hinblick auf ihre lokale Anwendung hin untersucht [41, 144, 168].

Tenside sind bekannt dafur, dass sie Haut-, Schleimhaut- und Augenirritationen
verursachen kénnen [73, 113, 129, 203]. Natriumdodecylsulfat wird seit langerer Zeit
als Standardirritans verwendet [74, 236].

Das Ausmall lokaler Irritationen, die durch Tenside verursacht werden, ist von vielen
Faktoren abhéngig. Dazu gehotren die physiko-chemischen Eigenschaften des Ten-
sids, die Konzentration, die Einwirkzeit, die Temperatur, der Hauttyp der betroffenen
Person und andere Begleitumstande [24, 140, 145, 174, 185].

Tenside verursachen zumeist lokale Irritationen, die nicht die Folge immunologischer
Sensibilisierung sind. Eine Rolle bei der Entstehung von lokalen Irritationen durch
Tenside spielen vor allem Interaktionen der Tenside mit Proteinen der Epidermis, die
Ausmald und Heftigkeit der Irritationen bestimmen. Eigenschaften der Tenside wie

Lipophilie und die Starke der oberflachenaktiven Wirkung sind hingegen flur die
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Irritationen nicht ursachlich [140, 185]. Fur die Schaden an Haut und Schleimhaut
werden verschiedene Mechanismen diskutiert. Dazu gehéren unter anderem Zyto-
toxizitat [136, 137] und Wechselwirkungen mit Membranen [160]. Durch Membran-
schéaden ist die Barriere Haut nicht mehr vollstdndig intakt. Es kommt zu erhéhtem
Wasserverlust und dadurch zu Spannungsgefuhl, Juckreiz und Schuppung. Chemi-
sche Noxen wie Allergene und toxische Stoffe kbnnen leichter in die Haut eindringen.
Des Weiteren werden wasserbindende Stoffe wie z.B. Harnstoff aus der Haut
herausgelost [185, 202].

AuRere Epidermisschichten bestehen aus toten Keratinozyten. Die Zytotoxizitat spielt
daher vor allem an den Schleimh&uten und an verletzter Haut eine Rolle. Ins-
besondere Zellnekrosen konnen Entzindungen verursachen und die Funktionsttich-
tigkeit des betroffenen Gewebes verringern und so zur Entstehung lokaler Irritationen
beitragen [136, 171, 174, 202].

Es gibt sehr viele unterschiedliche Methoden zur Bestimmung des Irritationspoten-
zials, die sowohl In-vitro- als auch In-vivo-Methoden umfassen.

In-vivo-Methoden zur Untersuchung lokaler Irritationen kénnen am Tier und an
freiwilligen Probanden durchgefiihrt werden. Fur Tierversuche werden vor allem Rat-
ten und Kaninchen verwendet [105, 176]. Als Standardtest galt lange Zeit der 1944
eingefuhrte Draize-Test. Hier wird die zu untersuchende Substanz in den Konjunk-
tivalsack des Auges oder auf die rasierte Haut des Kaninchen aufgetragen [67]. Die
Reaktionen des Versuchstieres werden in der Regel nach einem Score-System
beurteilt, dem subjektive Beobachtungen zu Grunde liegen. Untersuchungen an Frei-
willigen sind auf Tests an der Haut oder an der Mundschleimhaut beschrankt. Auch
bei diesen Tests wird meist ein Score verwendet, der die beobachteten Veran-
derungen erfasst. Objektive Parameter bei der Bestimmung von Hautirritationen in
vivo sind der Transepidermale Wasserverlust (TEWL) und die Vermessung
bestimmter Hautveranderungen wie z.B. Hydratation oder Erytheme [74, 185, 236 ].
Bei In-vitro-Methoden wird in verschiedenen Systemen die Zytotoxizitat bestimmit.
Dabei werden entweder die Membranintegritat der Zelle, Veranderungen der Zell-
morphologie oder physiologische Leistungen, die die Zelle erbringen kann, unter-
sucht. Es gibt auch spezielle In-vitro-Modelle, die fir eine bestimmte Art lokaler
Toxizitat etabliert wurden, z.B. Tests an Hautexplantaten oder dreidimensionalen

Hautgewebekulturen, Untersuchungen an isolierten Hornhauten oder den HET-CAM-
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Test, bei dem die Chorionallantoismembran der extraembryonalen Gefaf3systeme
des Huhnerembryos verwendet wird [114, 119, 139].

Die erwéhnten In-vitro-Methoden haben gegentber den In-vivo-Methoden einige
Vorteile. Sie sind wesentlich weniger aufwendig. Die erzielten Ergebnisse sind
objektiv. Es kdnnen Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen und konkrete Parameter,
wie z.B. eine halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCsp), bestimmt werden.
Informationen zu den Mechanismen, die die Toxizitat bedingen, kbnnen gewonnen
werden. In-vitro-Versuche sind ethisch vertretbar, da sie keine Belastung fiur Ver-
suchstiere oder freiwillige Probanden darstellen. Des Weiteren sind die erzielten
Ergebnisse oft besser reproduzierbar [114, 174, 211].

FUr Zytotoxizitdtstests zur Bestimmung des Irritationspotenzials koénnen
verschiedene Zellsysteme verwendet werden. Sie sollten nach Mdglichkeit von dem
entsprechenden Gewebe abstammen, fiur das das Irritationspotenzial bestimmt
werden soll, z.B. Keratinozyten oder Fibroblasten zur Bestimmung von Haut-
irritationen. Da permanente Zellkulturen sich besser handhaben lassen und in der
Regel zu den gleichen Ergebnissen fihren wie Primarkulturen, sind sie fur solche
Untersuchungen gut geeignet [27, 136].

Die Membranintegritdt der Zelle kann durch F&rbemethoden, Bestimmung frei-
gesetzter Zellinhalte oder freigesetzte Membranbestandteile bestimmt werden. Eine
Farbemethode ist z.B. die Trypanblaufarbung, bei der das Eindringen eines Farb-
stoffes in die Zelle erfasst wird. Ein Stoff aus dem Zellinneren, der sehr haufig als
Mal3 fir die gestdrte Membranintegritat bestimmt wird, ist die Lactatdehydrogenase
(LDH). Im [*H]Arachidonsaure-Freisetzungstest (AART) wird die Herauslésung von
Arachidonsaure aus der Zellmembran untersucht. Als Bestandteil der Membranphos-
pholipide ist die Arachachidonsédure fest in die Zellmembran integriert. Die
Arachidonsaure-Freisetzung aus der Zellmembran stellt ein MalRR fiur die
Membrantoxizitat einer Testsubstanz dar [123, 134].

Physiologische Leistungen der Zelle, die als MalR3 fur ihre Vitalitat bestimmt werden
sind z.B. eine aktive Aufnahme von Stoffen in die Zelle, die beim Neutralrotauf-
nahme-Test bestimmt wird [137, 154]. Als Mal3 fur die Zellzahl wird der DNA- oder
Proteingehalt der Zelle ermittelt [102, 154]. Auch das Reduktionsvermogen ist eine
solche physiologische Leistung. Es wird vor allem im MTT- oder XTT-Test ermittelt.

Bei diesen Tests wird die Fahigkeit der Zelle bestimmt, mit Hilfe ihrer, in Mitochon-
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drien lokalisierten Dehydrogenasen, Tetrazoliumsalze zu reduzieren [36, 135, 161,
199].

Es sind grundséatzlich zwei Arten des Zelltodes zu unterscheiden, die Zellnekrose
und die Apoptose. Wahrend die Apoptose einen physiologischen Prozess darstellt,
bei dem die Zelle nach “programmiertem” Ablauf stirbt, wird die Nekrose
ausschlie3lich durch aufRere Noxen ausgeldst und verursacht im Gegensatz zur
Apoptose Entzindungen [171]. FUr Tenside werden lberwiegend nekrotische
Zellverdnderungen angenommen, da sie meist stark hamolytisch wirken. Erythro-
zyten besitzen keinen Zellkern, sodass bei der Hamolyse von einem nekrotischen
Prozess ausgegangen wird [187]. Spezielle Untersuchungen zur Art des durch
Tenside verursachten Zellsterbens fehlen weitestgehend. Nur bei Triton® X-100 und
Benzalkoniumchlorid sind apoptotische Zellverdnderungen beobachtet worden [5, 31,
57, 58, 209].

In der vorliegenden Arbeit werden grenzflachenaktive Substanzen untersucht, die
sehr haufig und mit unterschiedlicher Zweckbestimmung in der Pharmazie zum
Einsatz kommen. Es wird die In-vitro-Toxizitdt von Tensiden untersucht, die im
Europaischen Arzneibuch (Ph. Eur.), im Deutschen Arzneibuch (DAB) oder im
Deutschen Arzneimittelcodex (DAC) offizinell sind. Es handelt sich dabei um 12
Tenside unterschiedlicher chemischer Struktur, die eine breite Verwendung als
Hilfsstoffe in der Pharmazie finden. Es sind Tenside, die uns taglich im
pharmazeutischen Alltag begegnen.

Tenside werden nach der Ladung ihrer hydrophilen Gruppe in anionische,
kationische, nichtionische und amphotere Tenside eingeteilt [73]. Es finden sich bei
den zu untersuchenden Verbindungen Vertreter aus allen vier Gruppen.

Zur Untersuchung der In-vitro-Toxizitdt der offizinellen Tenside werden zwei
Testsysteme verwendet, bei denen wichtige Vitalitatsmerkmale der Zelle bestimmt
werden, die essentiell fiir das Entstehen lokaler Irritationen sind. Im [*H]Arachidon-
saure-Freisetzungstest (AART) wird die Interaktion der Tenside mit der Zellmembran
untersucht. Um die Zytotoxizitat zu ermitteln, wird der XTT-Tetrazoliumreduktionstest
EZ4U verwendet. Zusatzlich werden Veranderungen der Zellmorphologie mikrosko-
pisch beobachtet. Die Untersuchungen werden an der humanen promonozytaren
Zelllinie U937 sowie an humanen Keratinozyten (HaCaT) durchgefuhrt. Es soll
erganzend untersucht werden, ob das Zellsterben, das im Zytotoxizitatstest ermittelt

wird, bei Tensiden auch auf apoptotischen Veranderungen in den Zellen beruhen
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kann. Mit einem ELISA-Sandwich-Test sollen Histon-assoziierte DNA-Fragmente von
mit Tensiden behandelten U937-Zellen bestimmt werden. Des Weiteren werden
mittels Durchflusszytometrie nach Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung durch Tenside
induzierte nekrotische und apoptotische Zellveranderungen an U937-Zellen analy-
siert.

Neben der Suche nach ursachlichen Zusammenhéngen ihrer lokalen Toxizitat
werden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen und Kenngro3en ermittelt, um das
Irritationspotenzial der Tenside zu beurteilen. AuRerdem sollen in der vorliegenden
Arbeit die verwendeten Methoden verglichen und kritisch hinsichtlich ihrer Eignung

als In-vitro-Tests zur Abschatzung von lokalen Irritationen bewertet werden.
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2.1. Zellen

2.1.1. U937-Zellen

Fur den AART und die Zytotoxizitatsbestimmungen wurden U937-Zellen verwendet, die vom
Institut fir Physiologische Chemie der Universitat Mainz, Abteilung angewandte Molekular-
biologie (Leiter: Prof. Dr. W.E.G. Miller), tGbernommen wurden. Die 1974 von C. Sundstrom
und K. Nilsson eingefihrte Zelllinie entstammt einem Pleuraerguss eines 37-jahrigen
Mannes mit einem diffusen histiozytdren Lymphom [210]. Sie ist eine von wenigen humanen
Zelllinien, die noch Uber viele Monozyteneigenschaften entsprechend dem histiozytaren
Original verfugt [14, 221].

Die Anzucht der U937-Zellen erfolgte in 250 ml Schraghalszellkulturflaschen. Als Anzucht-
medium wurde RPMI 1640 mit 10% hitzeinaktiviertem foetalem K&lberserum verwendet. Die
Inkubation der Zellen erfolgte stationar in einer CO,-Atmosphare (5%) bei 37°C. Die Zellen
wurden in der stationdren Wachstumsphase umgesetzt, in der die Zellzahl etwa 10° - 2¢10°
Zellen/ml betrug. Die Zellsuspension wurde mit frischem RPMI-Medium und FCS in
bestimmtem Verhéltnis (z.B. 10 ml Zellsuspension mit 20 ml Anzuchtsmedium fur eine
Verwendung nach 2 Tagen) verdinnt. Nachdem sie erneut die stationare Wachstumsphase
mit einer Zellzahl von mindestens 10° Zellen/ml erreicht hatten, wurden sie fiir die Versuche

verwendet.

Abb. 1: U937-Zellen, 360fach vergrolert
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2.1.2. HaCaT-Zellen

Bei der Zelllinie HaCaT (human adult low calcium temperature keratinocytes) handelt es sich
um humane Keratinocyten. Sie wurden durch Dr. N. E. Fusenig, Deutsches Krebs-
forschungsinstitut, Heidelberg, bereitgestellt und von der Hautklinik der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg tibernommen.

In ihrer Initialphase ist die Entwicklung der HaCaT-Zellen sehr stark von Calciumkonzentra-
tion und Temperatur abhangig, nach ca. zehn Passagen sind sie relativ unempfindlich
gegenilber veranderten Wachstumsbedingungen. Die Zelllinie ist aus diesem Grund und
wegen ihrer gleichbleibenden Replikations- und Proliferationsraten einfach zu handhaben
[32, 36].

Fur die Anzucht der HaCaT-Zellen wurde serumfreies Keratinocyten-SFM Medium, das mit
rekombinantem Wachstumsfaktor (rEGF) und Rinderhypophysenextrakt ergéanzt wurde,
verwendet. Die Inkubation der HaCaT-Zellen erfolgte wie bei den U937-Zellen stationér in
einer CO,-Atmosphére (5%) bei 37°C. Nach sieben Tagen, wenn sich am Boden des
KulturgefaRes ein kompletter Zellrasen ausgebildet hatte, wurden die Zellen jeweils
umgesetzt. Zum Ablésen der Zellen wurde eine Trypsin-EDTA-LOsung verwendet. Fir die
Neuanzucht der Zellen wurden 20 ml Zellsuspension (Zellzahl: 50000 Zellen/ml) in ein
KulturgefaR ausgesat. Um die Zellen fur die Versuche vorzubereiten, wurden sie in
Mikrotiterplatten eingeséat. Bei einer Ausgangszellzahl von 5000 Zellen/ml hatten die HaCaT-
Zellen nach drei Tagen einen Monolayer ausgebildet und konnten fir die Versuche

verwendet werden.
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Abb. 2: HaCaT-Zellen sieben Tage nach Einsaat, 180fach vergréRert
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2.2. Gerate und Hilfsmittel

96-Mikrowellplatten, steril : Nunc GmbH, Wiesbaden

96-Mikrowellplatten, unsteril: Greiner, Frickenhausen

Analysenwaage AC210 S-OD1: Sartorius, Gottingen

Auslaufpipetten wattiert, steril 1 ml, 5 ml, 10 ml: Nunc GmbH, Wiesbaden
Begasungsbrutschrank BB 6060: Heraeus GmbH, Hanau

Burker-Zahlkammer: Feinoptik GmbH, Bad Blankenburg / Thiringen
Cytomorph-b-Platten: Fa. Nerbe plus, Winsen / L.

Durchflusszytometer Fac scan: Beckton Dickinson, Heidelberg

Fotoapparat Contax 167 MT: Carl-Zeiss-Jena, Jena

Flussigkeitsszintilltionsmessgerat Liquid scintillation counter Wallac 1410, Wallac Oy,
Turku, Finnland

Kaltebad: Haake, Berlin

Megafuge 1,0 R: Heraeus GmbH, Hanau

Mehrkanalpipette Transferpette-8 20-200 pl: Brand GmbH, Wertheim/Main

Pipettierhilfe Sarpette: Sarstedt, Nurnbrecht

Pipettenspitzen 100 pl, 1000 pl 5000 pl: Eppendorf GmbH, Hamburg

Plattenphotometer Easy Reader EAR 340 AT: SLT-Labinstruments GmbH, Crailsheim
Reinraumwerkbank: Elektromat Dresden, Dresden

Schraghalszellkulturflaschen aus Polystyren 250 ml und 50 ml: Nunc GmbH, Wiesbaden
Schuttler Varishaker-Inkubator: Dynatech GmbH, Denkendorf

Szintillatorrohrchen Mini Vials B: Sarstedt, Nurnbrecht

Umkehrmikroskop Telaval 31: Carl-Zeiss-Jena, Jena

Varipette 100 pl, 500 pl, 1000 pl, 2500 pl: Eppendorf GmbH, Hamburg
Zentrifugenréhrchen aus Polystyren 13 x 100 mm, 8 ml, Falcon® 2027: Beckton Dickin-
son, Heidelberg

Zentrifugenréhrchen aus Polystyren 17 x 100 mm, 14 ml, Falcon® 2095: Beckton
Dickinson, Heidelberg
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2.3. Chemikalien und Testkits

[*H]Arachidonséure (radioaktive Konzentration: 37 MBg/ml, spezifische Aktivitat: 23,8
GBg/mg): DuPont NEN Products Division, Bad Homburg
Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung Annexin V FITC Kit, Immunotech, Hamburg

Foetales Kalberserum (FCS), hitzeinaktiviert: GIBCO BRL Life Technologies, Berlin
Keratinocyten-Medium SFM, serumfrei, mit rekombinantem Wachstumsfaktor (rEGF) und
Rinderhypophysenextrakt: GIBCO BRL Life Technologies, Berlin

Medium RPMI 1640 mit Glutamin und Phenolrot: GIBCO BRL Life Technologies, Berlin
Medium RPMI 1640 ohne Glutamin und Phenolrot: GIBCO BRL Life Technologies, Berlin
Natriumdodecylsulfat (SDS): Ferak, Berlin

Nichtradioaktiver Testkit zur Zellproliferations- und Zytotoxizitatsbestimmung EZ4U
(gesprochen: easy for you): Biomedica GmbH, Wien (Vertrieb in Deutschland durch
Biozol GmbH, Eching),

Sandwich-ELISA zur Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente Cell Death
Detection ELISA PLUS: Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

Szintillatorcocktail Rotiszint® 2200: Carl Roth GmbH & Co.KG: Karlsruhe

Trypanblau: Serva, Heidelberg

Trypsin-EDTA-L6sung: GIBCO BRL Life Technologies GmbH, Berlin

2.4. Testsubstanzen

Es wurden folgende Substanzen auf ihre Zytotoxizitat an U937- und HaCaT-Zellen, auf ihre

Membrantoxizitat und auf morphologische Zellschadigung untersucht:

Benzalkoniumchlorid Ph. Eur. 97 (Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)
Cocamidopropylbetain-Losung 30 Prozent DAC (Fettsaureamidoalkylbetain, Coc-
amidopropyldimethylglycin, TEGO® Betain L7; TH. Goldschmidt AG, Essen, Deutsch-
land)
Cocamidopropylbetain, wasserfrei (TEGO® CKD; TH. Goldschmidt AG, Essen,
Deutschland)
Cocamidopropylbetain-Lésung 30 Prozent, salzarm (TEGO® E; TH. Gold-
schmidt AG, Essen, Deutschland)
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Macrogolcetylstearylether Ph. Eur. 97

Brij®78 (Polyethylenglycol(20)stearylether, Firma ICC Speciality Chemicals,

Essen, Deutschland)

Cremophor® A25 “BASF* (Polyethylenglycol(25)cetylstearylether, Macrogol-25-

cetylstearylether, Ceteareth-25, Cremophor O; Caesar & Loretz GmbH, Hilden,

Deutschland)

Macrogolglycerolricinoleat Ph. Eur. 97

Cremophor® EL “BASF“ (Glycerin-Polyethylenglycolricinoleat, PEG 35

Rizinusol, Macrogol 1500 glyceroltriricinoleat, Macrogol 35 glyceroltriricinoleat;

Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)

Fraktionen von Cremophor® EL (hergestellt von Kunkel, M. et al. [138])
Natriumcetylstearylsulfat Ph. Eur. 97 (Lanette® E, Vaseline Fabrik E. Wasserfuhr
GmbH, Bonn, Deutschland)

Natriumdodecylsulfat Ph. Eur. 97 (Natriumlaurylsulfat, Texapon K12, Firma Ferak,
Berlin, Deutschland)

Natriumlaurylethersulfat-Losung 27 Prozent DAC (Natiumdodecylethersulfat,
Texapon® NSO “Henkel; Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)

Poloxamer® 188 DAC (Lutrol® F 68; Synopharm GmbH, Barsbittel, Deutschland)
Polysorbat 80 Ph. Eur. 97 (Tween® 80; Boehringer Ingelheim Bioproducts, Partnership,
Heidelberg, Deutschland)

Entdltes Sojalecithin DAB (Caesar & Loretz GmbH, Hilden, Deutschland)

Triton® X-100 (Firma Ferak, Berlin, Deutschland)

Benzalkoniumchlorid, Brij®78, Cremophor® EL, Cocamidopropylbetain (TEGO® Betain L7),
Natriumdodecylsulfat, Natriumdodecylethersulfat, Polysorbat 80, Sojalecithin und Triton® X-
100 wurden auf ihre apoptoseinduzierenden Eigenschaften hin untersucht.

Bei Benzalkoniumchlorid und Brij®78 wurde die Zytotoxizitat zusétzlich mit Trypanblau-
farbung bestimmt.

Zwei weitere Substanzen, Romulgin® N (Deutsche Hygienewerke GmbH Rodleben,
Deutschland) und Macrogol 6000 (Polyethylenglycol 6000, Polyoxyethylen 6000, PEG 6000
Firma Ferak, Berlin, Deutschland) wurden erganzend auf ihre Zytotoxizitdt im EZ4U an
U937-Zellen untersucht.

10
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3.1. Arachidonsaure-Freisetzungstest (AART)

3.1.1. Allgemeines

Die Membrantoxizitdt der Testsubstanzen wurde im [*H]Arachidonséure-Freisetzungstest
(AART) untersucht [133, 134].

Arachidonsaure ist essentieller Bestandteil der Phosphoglyceride (Phospholipide), die zu den
Hauptbausteinen der Zellmembran gehoéren. Nach dem fluid mosaic model bestehen
Membranen in Zellen aus Phosphoglyceriden, die in einer Bilayer angeordnet sind und so
eine flussig kristalline Matrix bilden. In diese Matrix sind Proteine eingelagert, die je nach

ihrer Aminosauresequenz mehr oder weniger tief in die Lipiddoppelschicht eindringen [147].

Aufien
Kohlenhydrat

EZIZZ2

it ifi
WIS ZAN |

Hydrophile Pore Integrales  Hydrophile Pore Peripheres
Glykoprotein Protein

ﬁ “Lipid-

ﬁ bil
Iy

Innen

Abb. 3: Fluid mosaic Modell der Zellmembran nach [21]

Die Bilayer aus Phosphoglyceriden sind die Basis fur eine Begrenzung der Zelle nach auf3en
oder eine Abgrenzung von Zellorganellen und Kompartimenten in der Zelle, die relativ
undurchlassig fur polare Molekile sind. Lipidmolekile kénnen sich jedoch lateral frei durch
die Lipiddoppelschicht bewegen. Phosphoglyceride enthalten zwei Fettsduren, die mit den
beiden freien Hydroxylgruppen des Glycerin-3-phophats verestert sind. Der Phosphorséaure-
rest ist aullerdem mit einem Alkohol, z.B. Cholin oder Ethanolamin, verestert. Phospho-
glyceride kommen fast ausschlief3lich in Membranen vor [147].

Phosphoglyceride konnen durch spezifische Phospholipasen gespalten werden. So
hydrolysiert die Pospholipase 1 die Esterbindung in 1-Position und die Phospholipase 2 die
Esterbindung in 2-Position. Dadurch konnen spezifisch bestimmte Fettsduren aus den
Phosphoglyceriden freigesetzt werden [147].
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Abb. 4: Strukturformel eines Phosphoglycerides

Arachidonsaure wird hauptsachlich durch die Phospholipase A2 freigesetzt [85, 184]. Die
Arachidonsaure ist eine mehrfach ungesattigte Fettsaure mit 20 Kohlenstoffatomen und 4
Doppelbindungen in Position 5, 8, 11 und 14 [184].

CHs(CHy)4CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,);COOH
Abb. 5: Strukturformel der Arachidonséaure

Arachidonsaure ist nicht nur ein Bestandteil der Biomembranen in Zellen, nach ihrer
Freisetzung aus den Membranphosphoglyceriden fungiert sie als Signalmolekil, das in
Wechselwirkung mit Rezeptoren, Enzymen, lonenkanalen und Transkriptionsfaktoren treten
kann. In der Niedrig-Energie-Konformation ist sie in der Lage, sich Rezeptormolekilen

anzupassen.

Abb. 6: Niedrig-Energie-Konformation der Arachidonsaure nach [184]

AuBerdem wird die Arachidonsdure in der Arachidonsaurekaskade zu Prostaglandinen,
Leukotrienen und Thromboxanen, die ihrerseits physiologisch aktiv sind, metabolisiert [184].
Arachidonsaure ist zum grof3ten Teil in den Membranphosphoglyceriden gebunden. Der
Einbau der Arachidonsédure in die Membranen wird durch die Enzymaktivitat der
Arachidonoyl-CoA-Synthetase und der Arachidonoyl-CoA:Lysophospholipidtransferase

bestimmt, die bei Anwesenheit von reduziertem Coenzym A, ATP und Mg** aktiv ist [184].
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Abb. 7: Schema zum Einbau der Arachidonséure in Phosphoglyceride nach [184]

Mit dem Arachidonséure-Freisetzungstest (AART) wird [*H]Arachidonsdure bestimmt, die
nach aktivem Einbau in die Zellmembran durch Einwirkung von Testsubstanz aus der
Zellmembran wieder herausgelost bzw. freigesetzt wird [133, 134]. Fur die Freisetzung von
Arachidonsaure aus der Zellmembran ist zum einen die Phospholipase A2 verantwortlich, die
die Esterbindung der Phosphoglyceride in 2-Position spaltet, zum anderen kann jedoch auch
eine Herauslésung von Phosphoglyceriden aus der Zellmembran durch die Testsubstanz
selbst erfolgen. Handelt es sich hierbei um einen nicht enzymatischen Prozess, misste
dieser auch in Kalte erfolgen. AuRer [*H]Arachidonsdure und Phosphoglyceriden, die
[®H]Arachidonséure enthalten, werden auch aus [*H]Arachidonséure entstandene Metabolite

(Entzindungsmediatoren) im AART erfasst.

3.1.2. Testdurchfiihrung

Bei der Durchfiihrung des AART wurden die U937-Zellen zunachst mit [*H]Arachidonséure
inkubiert, damit diese in die Zellmembran eingebaut werden konnte. Dafir wurde eine
Zellkulturflasche mit 30 ml Zellsuspension der U937-Zellen, die sich in der stationdren
Wachstumsphase befanden (Zellzahl 10° - 2¢10° Zellen/ml), zentrifugiert (270 x g, 4°C, 5min)
und mit RPMI-Medium gewaschen. Die Zellsuspension wurde in 27 ml RPMI-Medium
resuspendiert und auf eine Zellzahl eingestellt, die 10° Zellen/ml entsprachen, bezogen auf
30 ml Zellsuspension mit FCS. Die Zellen wurden zunadchst ohne FCS fiur eine Stunde bei
37°C und 5% CO, Atmosphare inkubiert. Danach wurden 3 ml FCS (entspricht 10%) und 15
ul [*H]Arachidonséure (37 MBg/ml) zugegeben.
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Wahrend der nun folgenden 24 Stunden Inkubationszeit (37°C, 5% CO,) wurde die mit
Tritium markierte Arachidonsaure in die Zellmembran eingebaut. Es stellte sich ein
Gleichgewicht zwischen freier und eingebauter [*H]Arachidonséure ein. Nach dem Einbau
der Arachidonsaure wurden die Zellen zentrifugiert (270 x g, 4°C, 5 min) und die Einbaurate
bestimmt (siehe 3.1.3. Berechnungen). Die Einbaurate sollte mindestens 65% betragen.
Nach 2-maligem Waschen der markierten Zellen mit RPMI-Medium, wurden sie mit 30 ml
RPMI-Medium resuspendiert und konnten der Verdiinnungsreihe zugegeben werden.

Es wurden jeweils 0,5 ml Substanzlésung in Polystyrenréhrchen vorbereitet. Dazu wurden
0,5 ml Zellsuspension pipettiert. Die Réhrchen wurden fest verschlossen fir eine bzw. 24
Stunden bei 37°C inkubiert. Mit 30 ml Zellsuspension, die markierte U937-Zellen enthielt,
konnten 8 Konzentrationen, ein Leerwert, und eine Positivkontrolle jeweils als Dreifach-
bestimmung bei ein- und 24-stiindiger Exposition getestet werden.

Nach der Exposition wurden die Zellen zentrifugiert (270 x g, 4°C, 5 min) und 0,5 ml Uber-
stand entnommen und mit Szintillatorcocktail gemischt. Nach der Homogenisierung mit dem
Szintillatorcocktail wurde die Radioaktivitat der Losung im Flissigkeitsszintillationsmessgeréat
bestimmt.

Um enzymatische Prozesse auszuschlie3en, wurden die Versuche auch bei 4°C durch-
gefuhrt. Nach dem Einbau der [*H]Arachidonsdure wurde mit gekiihitem Medium und
gekihlten Réhrchen unter Benutzung eines Kaltebades gearbeitet.

Bei jedem Versuch wurde eine Zellkontrolle und eine Positivkontrolle mitbestimmt. Fir die
Zellkontrolle wurden die Zellen nur mit RPMI-Medium (ohne Testsubstanz) inkubiert.

Fur die Positivkontrolle sind die Zellen mit 320 pg/ml Natriumdodecylsulfat inkubiert worden.
In dieser Konzentration bewirkt Natriumdodecylsulfat eine komplette Lyse der U937-Zellen.
Die Positivkontrolle steht demnach fir die Maximalkonzentration von Arachidonsaure, die

aus der Zellmembran freigesetzt werden kann.

3.1.3. Berechnungen

Einbaurate (E):
Sie entspricht dem prozentualem Anteil zugesetzter [*H]Arachidonséure, der aktiv in die
Zellmembran eingebaut wurde.
as- Uo
E= =100%
& G g
G = Gesamtradioaktivitat in der Zellsuspension vor dem Einbau (Gesamt-
[*H]Arachidonsé&ure in der Zellsuspension)
U] = Radioaktivitat im Uberstand (nicht eingebaute [*H]Arachidonséure)
Die Einbauraten betrugen im Durchschnitt 73,6 * 6,6 % (n = 92).
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Minimal toxische Konzentration (MTK):
Als Parameter fur die Einschétzung der Membrantoxizitdt wurde die minimal toxische
Konzentration (MTK) bestimmt, die die geringste Konzentration darstellt, die eine signifikante

[®H]Arachidonséure-Freisetzung im Vergleich zur Zellkontrolle bewirkt [222]. Es wurde ein

Vertrauensintervall (DXn(p,f) und eine Signifikanzgrenze (Xg) nach folgenden Gleichungen

berechnet:
D2
D><r(|0,f)=—\/— Xg = Xn+2DXn(p, f)
n
SD = Standardabweichung
t = Wert der t-Verteilung
n = Anzahl der Messwerte

Die MTK stellt den Schnittpunkt der Signifikanzgrenze mit der Konzentrations-Wirkungskurve
dar. Zur Ermittlung der MTK wurden die Werte aus vier unabhangigen Versuchen herange-

zogen (n=12).

Prozentuale Arachidonsaure-Freisetzung:
Es wurde eine prozentuale Arachidonsaure-Freisetzung (RC) der Testsubstanzen bezogen
auf die maximale Freisetzung durch SDS nach folgender Gleichung berechnet:

X, - X0
RC=¢ 100%
ex-xX9
Xo = Mittelwert der freigesetzten [*H]Arachidonséure der Zellkontrolle (ohne
Testsubstanz)
Xi = Mittelwert der freigesetzten [*H]Arachidonséure der Zellen mit Testsubstanz
Xp = Mittelwert der freigesetzten [*H]Arachidonséure der Zellen mit 320 pg/ml

Natriumdodecylsulfat (Positivkontrolle)
Aus der fur jede Konzentration erhaltenen prozentualen Arachidonséure-Freisetzung wurde
die halbmaximale Arachidonséure-Freisetzung (RCso) mittels Regressionsanalyse nach der

allgemeinen Gleichung der logarithmischen Funktion:

50=aln(x) +b

umgestellt nach x berechnet.
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Zur Ermittlung des Endergebnisses wurden die Resultate aus 4 Versuchen herangezogen.
Die fur jeden Versuch ermittelte RCso wurde logarithmiert (In). Aus diesen Werten wurden
Mittelwert und Standardabweichung gebildet. Der Mittelwert und die Differenz bzw. die
Summe aus Mittelwert und Standardabweichung wurden wieder potenziert und so die Werte

fur Mittelwert und die in Klammern angegebene obere und untere Grenze erhalten.

3.2. Zytotoxizitatsbestimmung

3.2.1. XTT-Test EZ4U

Fur die Prufung auf Zytotoxizitat wurde der nichtradioaktive Testkit zur Zellproliferations- und
Zytotoxizitatsbestimmung EZ4U verwendet. Bei dem Substrat handelt es sich nach Herstel-
lerangaben um XTT (=Na-3,3’-[1-(phenylamino)-carbonyl-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-
nitro)-benzol-sulfonsaurehydrat, C,,H1,N;013S,Na, relative Molekilmasse = 674,53).

Zum Testkit gehort weiterhin eine Aktivatorldsung, welche ein spezielles Puffergemisch ent-
halt, das die erforderliche Substratstabilitdt gewdahrleistet und die Farbentwicklung im Ver-

gleich zum herkdmmlichen XTT-Test verbessert.

NO,
~0,S
OCH,
Nl N—/ N
@—NH—C | Na+
N=N"%
OCH,
~0,S
NO,

Abb. 8: Strukturformel von XTT

Lebende Zellen sind in der Lage, mit Hilfe ihrer mitochondrialen Dehydrogenasen Tetrazo-
liumsalze zu Formazanen umzusetzen (Abb. 9). Voraussetzung fir diese Reduktion sind
intakte Mitochondrien, die innerhalb weniger Minuten nach Absterben der Zellen inaktiv wer-
den [161, 212].

Aufgrund dieser Tatsache wurden verschiedene Tests entwickelt, bei denen farblose bzw.
wenig gefarbte Tetrazoliumsalze in stark gefarbte Formazanverbindungen umgesetzt wer-

den. Die Vitalitdt der Zellen kann so relativ einfach bestimmt werden, denn die gemessene
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Absorption des Formazans liefert ein MaR fir die Stoffwechselaktivitat der Zellen [61, 108,
161, 212].

Der haufig verwendete MTT-Test hat den Nachteil der Wasserunléslichkeit des gebildeten
Formazans [61, 161, 199, 212]. Das fuhrte zur Entwicklung des XTT-Tests, dem ein
Tetrazoliumsalz zugrunde liegt, das in ein l6sliches Formazan umgewandelt wird.

Die Vorteile des XTT-Tests gegenuber dem MTT-Test bestehen zum einen in der einfache-
ren Handhabung, ein Losungsschritt ist nicht mehr notwendig, zum anderen in der Moglich-
keit, die Zellen nach Testdurchfiihrung weiter zu verwenden, sowie im Wegfall der Verwen-
dung toxischer Losungsmittel.

Nachteilig sind jedoch die geringe Stabilitdt der Formazanprodukte sowie relativ niedrige
Absorptionswerte [43, 108, 192, 235]. Durch das Puffergemisch im EZ4U-Testkit wurde der
XTT-Test in dieser Hinsicht verbessert [36, 135].

R,
N— hf/

R :/ X —_— Reduktion N R :/
1 N= l\ll\"'R - 1 N=N—R,
3

Tetrazoliumsalz Formazan

N— NH—R,

Abb. 9: Umsetzung von Tetrazoliumsalzen zu Formazanen

3.2.1.1. Testdurchfihrung

Vor Durchfihrung des Zytotoxizitatstests mit EZ4U wurden die Zellen zun&chst zentrifugiert,
gewaschen und auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml eingestellt. Die in farblosen RPMI (ohne
Kalberserum) suspendierten Zellen wurden in Gegenwart ansteigender Konzentrationen der
Testsubstanz 1 Stunde bzw. 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fir die Ansatze
fanden Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten und 200 pl Zellsuspension pro Kavitat Verwendung.
Die Zellzahl in den Ansétzen betrug 5¢10° Zellen/ml.

Nach der Inkubation wurden jeweils 20 pl der nach Testvorschrift hergestellten strohgelben
Substratldsung in die jeweiligen Kavitaten gebracht und nach kurzem Durchmischen weitere
2 Stunden bei 37°C inkubiert. Es entstand das ziegelrot gefarbte Formazan. Die Absorption
wurde bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenz 620 nm) im Plattenphotometer

gemessen.
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Abb. 10: U937-Zellen nach 15 Minuten mit XTT-Substrat (200fach vergréRert)

Abb. 11: U937-Zellen nach 2 Stunden mit XTT-Substrat (lebend; 200fach vergrof3ert)

Abb. 12: U937-Zellen nach 2 Stunden mit XTT-Substrat (tot; 200fach vergrof3ert)

18
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Abb. 13: Mikrotiterplatte mit U937-Zellen nach Testdurchfiihrung

3.2.1.2. Berechnungen
Zu jeder Konzentration wurden 5 Absorptionswerte (Messwert, xy) gemessen. Fir die Zell-
kontrolle (ohne Testsubstanz) standen 10 Messwerte zur Verfigung. Die Zytotoxizitat wurde

wie folgt berechnet:

cT = 20 % %000

Xo @
Xo = Mittelwert der Absorptionswerte der Zellkontrolle (ohne Testsubstanz)
Xi = Mittelwert der Absorptionswerte der mit Testsubstanz behandelten Zellen

(Messwert, Xn)

Aus den fir jede Konzentration erhaltenen prozentualen Zytotoxizitatswerten wurde die
halbmaximale Zytotoxizitat (CCso) mittels Regressionsanalyse nach der allgemeinen
Gleichung der logarithmischen Funktion:

50=aln(x) +b

umgestellt nach x berechnet.

Zur Ermittlung des Endergebnisses wurden die Resultate aus 3 oder 4 Versuchen herange-
zogen. Es wurden Mittelwert und Standardabweichung fir die jeweiligen CCso-Werte
ermittelt. Wie bei der Bestimmung der RCso wurden sie logarithmiert (In) und entsprechend
wieder potenziert, sodass die in Klammern angegebene obere und untere Grenze gebildet

werden konnten.
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3.2.1.3. Untersuchungen zum XTT-Test

Einfluss der Inkubationszeit bei Testdurchfihrung:

Der eigentlichen Expositionszeit (1 bzw. 24 Stunden) folgen bei Durchfiihrung des XTT-Tests
2 weitere Stunden Inkubation mit dem EZ4U-Substrat. In diesen 2 Stunden wird das Substrat
umgesetzt. Das stellt einen aktiven Prozess dar, der unmittelbar nach Aufbringen des
Substrates beginnt und tber die 2 Stunden Inkubationszeit kontinuierlich fortgesetzt wird. Da
bei dem vorliegenden Versuchsansatz die Testsubstanz nicht entfernt wird, stellt sich die
Frage nach dem Einfluss dieser zusatzlichen 2 Stunden Expositionszeit auf die Toxizitat der
Testsubstanz. Die Substanz, die die grof3te Zeitabhéangigkeit in der Zytotoxizitat aufwies, das
Cremophor® EL, wurde ausgewéhlt, um an ihr exemplarisch diesen Einfluss nach 1-stiindiger
Exposition zu untersuchen. Hierfir wurden HaCaT-Zellen angeziichtet und entsprechend
dem Versuchsablauf behandelt. Zum Vergleich wurden die Zellen einer Mikrotiterplatte vor
dem Aufbringen des EZ4U-Substrates zentrifugiert und gewaschen. Die Abbildung 14 zeigt
die Ergebnisse des XTT-Tests nach 1-stiindiger Exposition und anschlieRender Entfernung
des Cremophor® EL und nach 1-stiindiger Exposition ohne Entfernung des Cremophor® EL

vor der 2-stiindigen Inkubation mit dem Substrat.

100 T

9% s— 1h Exposition, ohne Entfernung des Cremophor EL vor Testdurchfiihrung
— 80 + ¢ 1h Exposition, Cremophor EL wurde vor Testdurchfiihrung entfernt
X
=)
::c—E' 70 T
N 60 +
g et
e T 5
<40 1

30 + { E ]:

20 + ¥ { I I

10 + }

0 - + + ——— - + + ettt} + + +—
0,1 1 10 100

Konzentration [mg/ml]

Abb. 14: Zytotoxizitat von Cremophor® EL an HaCaT-Zellen — Einfluss der 2-stiindigen Inkubation bei Testdurch-
fuhrung (n = 5, p = 0,05)

Die Zytotoxizitat des Cremophor® EL in Konzentrationen oberhalb 1 mg/ml ist signifikant
gréRer, wenn sich bei der Testdurchfiilhrung noch Cremophor® EL an den Zellen befindet. Im
Vergleich waren hier bei 10 mg/ml 60% Toxizitat zu messen, wahrend die Zellen, bei denen
Cremophor® EL vor Testdurchfiihrung entfernt wurde, nur 30% Toxizitat aufweisen.
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Zytotoxizitat von XTT:
Laut Herstellerangaben ist das EZ4U-Substrat nicht zytotoxisch. Die Zellen wiesen jedoch
erhebliche morphologische Veranderungen auf, wenn sie dem EZ4U-Substrat ausgesetzt

waren.

-‘,‘_ -

o8 g g
l’) » |

Abb. 15: HaCaT-Zellen; links unbehandelt; rechts nach 2-stiindiger Exposition mit XTT-Substrat, 20 Stunden
nach Entfernung des XTT-Substrates (100fach vergréRert)

HaCaT-Zellen wurden fiur 2 Stunden mit dem EZ4U-Sustrat inkubiert. Nach einem
Waschvorgang wurden sie fur weitere 20 Stunden inkubiert und die Stoffwechselaktivitat der
Zellen im XTT-Test bestimmt. Zum Vergleich wurden Zellen, die nicht mit EZ4U behandelt,
aber ebenfalls gewaschen und 20 Stunden inkubiert wurden, im XTT-Test untersucht. Die
Optische Dichte lag bei den mit EZ4U-Substrat behandelten Zellen nur bei 0,219 (n = 10).
Nicht mit XTT behandelte Zellen wiesen unter gleichen Bedingungen eine optische Dichte
von 1,397 (n = 10) auf. Die Zytotoxizitdt von XTT betragt demnach 84 %.

Um den Einfluss des EZ4U-Substrates auf HaCaT-Zellen, die mit Testsubstanz behandelt

wurden, zu untersuchen, ist Cremophor® EL verwendet worden.

= 1h Exposition mit Cremophor EL, 22h Inkubation ohne Substanz
100 +

920 + 4— 1h Exposition mit Cremophor EL, 2h Exposition mit EZ4U, 20h Inkubation ohne Substanz
80 +
70 4
60 4
50 A
40 - ps
30 A

204+ |
104+ 4 ; . { {

0,1

T T
| —

Zytotoxizitat [%]

JKonzentration [mg/ml] 10 10

Abb. 16: Zytotoxizitat von Cremophor® EL und XTT-Substrat an HaCaT-Zellen (n = 5, p < 0,05)
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In der Abbildung 16 ist die Zytotoxizitdt von Cremophor® EL an HaCaT-Zellen mit und ohne
XTT-Behandlung dargestellt. Die Zytotoxizitat von Cremophor® EL wurde durch das XTT-
Substrat oder das gebildete Formazan verstarkt. Ohne zusétzliche Einwirkung von EZ4U-
Substrat ist die Zytotoxizitat von Cremophor® EL relativ gering (10 bis 20%). Wirkte
zusatzlich das Substrat bzw. das gebildete Formazan auf die Zellen ein, ist die Zytotoxizitat
bei Cremophor® EL-Konzentrationen {iber 1mg/ml signifikant auf 40 bis 70% erhéht. Durch
die geringen Absorptionswerte, die nur erreicht wurden (16% im Vergleich zu nicht

vorgeschadigten Zellen), sind die Standardabweichungen unverhaltnismafig grof3.

3.2.2. Trypanblaufarbung

Zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurde eine 1%ige Trypanblaulésung benutzt.
Trypanblau wurde dazu in 0,9%iger NaCl-Losung geldst. Bei Trypanblau handelt es sich um
das Natriumsalz von 4,4’-Bis(8-amino-3,6-disulfo-1-hydroxy-2-naphthylazo)-3,3’-dimethylbi-
phenyl.

Die Zellen wurden fur die Trypanblaufarbung entsprechend dem Versuchsansatz fir den
EZ4U-Test vorbereitet und ebenfalls mit ansteigenden Konzentrationen der Testsubstanz 1
Stunde bzw. 24 Stunden in Mikrotiterplatten bei 37°C inkubiert. Danach wurden jeweils 50 pl
Zellsuspension mit 50 pl Trypanblauldsung gemischt. Nach 5 Minuten erfolgte die Zahlung
der Zellen in der Burker-Zéahlkammer. Tote Zellen nehmen infolge der gestorten Zell-
membranintegritat die Farbstoffmolekile auf und erscheinen blau gefarbt, lebende Zellen
sehen unverandert aus.

Abb. 17: U937-Zellen nach Trypanblaufarbung in der Birker-Zahlkammer (360fach vergréRert)

Abbildung 17 zeigt lebende und tote U937-Zellen. Die toten Zellen sind blau gefarbt und
erscheinen im Vergleich zu den lebenden Zellen abgeflacht.
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Zur Auswertung der Trypanblaufarbung wurden Zellen aus 3 Kavitaten verwendet. Aus jeder
Kavitat (200 pl) wurden insgesamt ca. 125 Zellen ausgezahilt.

Die Zytotoxizitat wurde wie folgt berechnet:

® 6
CT=¢ % 2100%
X, +X,8

Xt Mittelwert der ausgezahlten toten Zellen (blau)

Xu Mittelwert der ausgezahlten lebenden Zellen (unverandert)
Die Mittelwerte aus den 3 Ansatzen wurden fir die Regressionsanalyse und die Berechnung
der CCs verwendet.

3.3. Apoptoseuntersuchung

3.3.1. Allgemeines

Die Apoptose, stellt einen aktiven, physiologischen Prozess im Zellstoffwechsel dar. Im
Gegensatz zur Nekrose, bei der die Zelle &uReren Einflissen erliegt, wird bei der Apoptose
ein zelleigener Mechanismus in Gang gesetzt, der letztendlich zum Tod der Zelle, zum
programmierten Zelltod, fihrt.

Morphologisch unterscheiden sich Apoptose und Nekrose deutlich voneinander. Bei der
Nekrose blaht sich die Zelle auf, bis sie schlie3lich platzt. Durch &uRRere Einflisse wie Sauer-
stoffmangel, extreme Temperaturverdnderungen oder unphysiologische Agenzien kommt es
zur Gerinnung oder zu Verflissigungsprozessen in der Zelle. Die Plasmamembran wird
starker permeabel fir lonen, sodass Natrium- und Kalziumionen und mit ihnen Wasser
ungehindert in die Zelle einstrémen kdnnen. Der Flussigkeits- und Elektrolythaushalt ist vollig
gestort. Die Zelle lysiert binnen kurzer Zeit (Osmolyse). Zellorganellen, wie z.B. Mitochon-
drien, schwellen dabei stark an. Nach dem Bersten der Zellmembran dringen die Zellinhalts-
stoffe in das umliegende Gewebe ein und verursachen dort Entzindungen. Bei der Zell-
nekrose finden keine typischen Kernveranderungen statt [69, 117, 186].

Bei der Apoptose kommt es im Gegensatz zur Nekrose zu charakteristischen Verande-
rungen im Zellkern. Das Chromatin kondensiert zu Klumpen und sammelt sich im Rand-
bereich des Zellkerns. Spater kommt es zum Kernzerfall und schlieBlich zum Zerfall der
Zelle. Die Zelle schwillt dabei nicht an wie bei der Nekrose, sondern sie schrumpft. Es bilden
sich Blaschen (Protrusionen), sodass die Zelle zu brodeln scheint (Zeiose). Die sich
bildenden Blaschen sind membranumschlossene Teile der zerfallenden Zelle, die

sogenannten apoptotischen Korperchen. Sie enthalten Zellinhaltsstoffe, darunter auch
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Kernbruchsticke. Immun- oder Nachbarzellen resorbieren die apoptotischen Kdrperchen
und nutzen die Zellinhaltsstoffe fir den eigenen Stoffwechsel. Durch den Einschluss der
Stoffe in Membranen kommt es nicht zur Entziindung. Die Zellorganellen, ausgenommen der
Zellkern, behalten ihre Struktur [53, 69, 70, 117, 186, 242]. Tabelle 1 fasst die Unterschiede
zwischen den beiden Arten des Zelltodes zusammen.

Tabelle 1: Morphologische Veranderungen der Zelle bei Apoptose und Nekrose

Nekrose Apoptose

Schwellung Schrumpfung =» Bildung von Protrusionen

Kern bleibt zunachst unverandert | Chromatin kondensiert friihzeitig zu Klumpen = Kern-
zerfall

Mitochondrien blahen sich auf Organellen (aulRer Zellkern) erhalten ihre Struktur
Membranen bersten (Osmolyse) |Zeiose: membranumschlossene Teile (apoptotische Kor-
perchen) freigesetzt

Entziindung Nachbar- 0. Immunzellen resorbieren Zellreste

Apoptose kann sowohl durch Zugabe als auch durch Wegnahme extrazellularer Substanzen
induziert werden. Sie findet standig im menschlichen Organismus statt und stellt einen
physiologischen Prozess dar [69, 117].

Bekannte Induktoren der Apoptose sind Zytostatika und Gamma-Strahlung, die DNA-
Schéaden verursachen und dber p53-Akkumulierung zur Apoptose fihren konnen.
Glukokortikoide sind in der Lage, in manchen Immunzellen Apoptose zu induzieren. Das
Hydroxylradikal, das durch reaktive Sauerstoffspezies wie H,O, und Lipidperoxide entsteht,
induziert in geringen Konzentrationen Apoptose, in hdoheren Konzentrationen kommt es zur
Nekrose. An- oder Abwesenheit von Wachstums- und Uberlebensfaktoren kénnen ebenfalls
zur Apoptose fuhren. Es gibt auch Todesfaktoren, die gezielt Uber den FAS-Rezeptor Apop-
tose auslosen, z.B. bestimmte Zytokine, wie TNF-Alpha und der spezifische FAS-Ligand.
Letztendlich kommt es durch verschiedene Mechanismen zur Aktivierung von Caspasen.
Caspasen sind Cysteinproteasen, die im aktiven Zentrum Cystein enthalten und Proteine
spezifisch hinter einem Aspartatrest spalten. Sie aktivieren sich gegenseitig in einer
komplexen Hierarchie. Sie zerlegen Zellgertist und Enzyme. Diese Proteinspaltungen sind
die ersten Schritte, die letztendlich zu den typischen Zellverdnderungen der Apoptose fuhren
[69, 70, 117, 186]. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht zu haufig gebrauchten Methoden der
Apoptose-Detektion.
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Tabelle 2: Methoden zum Nachweis apoptotisch veranderter Zellen [53, 91]

Nachweis der DNA-Fragmentierung

Andere Methoden

DNA-Leiter: Extraktion und Auftrennung von
DNA mittels Gelelektrophorese, typische

Querbanden bei apoptotischen Zellen [70]

APO 2.7- Antikdrper, der gegen ein fir die
Apoptose typisches mitochondriales Mem-

branprotein gerichtet ist [29, 58]

TUNEL-Test: durch das Enzym Deoxy-
nucleotidyltransferase (TdT) wird markiertes
dUTP an die 3‘Hydroxyl-Enden der DNA-

Strangbriche angefiigt [148]

Anlagerung von Annexin V an Phosphatidyl-
serin, das sich bei apoptotischen Zellen an
der Aullenseite der Zellmembran befindet
[226]

ELISA zum Nachweis von Histon-assoziier-
ten DNA-Fragmenten [153]

Nachweis der Aktivitat von Caspasen, die

beim apoptotischen Zerfall der Zelle eine

Schlusselfunktion austiben [230, 243]

Sub-G1-Peak: Bestimmung des DNA-Gehal-

tes der Zelle, der bei apoptotischen Zellen

geringer ist als in der G1-Phase [91]

3.3.2. Nachweis Histon-assozierter DNA-Fragmente mittels ELISA-Test

Fur die Apoptose ist typisch, dass das Chromatin sich verdichtet und dann in Fragmente
durch

Endonukleasen. Nach Aktivierung der endogenen Nukleasen spalten diese den DNA-

einer charakteristischen GroRRenverteilung zerbrochen wird. Dies geschieht

Doppelstrang in den leicht zugangliche Linker-Regionen zwischen den Nukleosomen. Es
entstehen Mono- u. Oligonukleosomen. Sie enthalten DNA-Fragmente mit ca. 180 Basen-
paaren und Vielfachen davon. Die DNA in den Nukleosomen ist mit den Core-Histonen H2A,
H2B, H3 u. H4 eng assoziiert und dadurch vor der Spaltung durch die Endonukleasen
geschutzt [38, 247].

Zu Beginn der Apoptose ist die Zellmembran noch erhalten und es kommt zur Anreicherung
von Oligo- u. Mononukleosomen im Zellplasma. Das Auftreten Histon-assozierter DNA-
Fragmente ist ein typisches Kennzeichen flr apoptotische Prozesse. Sie kénnen z.B. mit
Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Bei der Gelelektrophorese der extrahierten und
separierten DNA sind typische Querbanden zu sehen. Bei nekrotischen Zellen ist eine
Schmierspur der DNA typisch, da ein ungeregelter Zerfall des Chromatins erfolgt [30, 68,
186, 208].

Der fur diese Arbeit verwendete Test ist ein photometrischer Enzymimmunoassay zum In-

vitro-Nachweis von zytoplasmatischen Histon-assozierten DNA-Fragmenten. Es konnen
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Mono- und Oligonukloesomen nach induziertem Zelltod spezifisch mit einem 1-Schritt

Sandwich-ELISA nachgewiesen werden [153].

3.3.2.1. Testdurchfihrung

Vor Durchfihrung des Enzymimmunoassays wurden die U937-Zellen zunachst zentrifugiert,
gewaschen und auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml eingestellt. Die in RPMI-Medium (ohne
Kalberserum) suspendierten Zellen wurden in Gegenwart der Testsubstanz 4 Stunden bzw.
20 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fur die Ansatze fanden Mikrotiterplatten mit 96
Kavitaten und 200 pl Zellsuspension pro Kavitat Verwendung. Die Zellzahl in den Ansatzen
betrug 5¢10* Zellen/ml.

Nach der Exposition wurde die Mikrotiterplatte zentrifugiert (10 min, 270 x g) und der Uber-
stand abgetrennt. Mit diesem Uberstand wurden Histon-assozierte DNA-Fragmente von
lysierten Zellen, also von spatapoptotischen und nekrotischen Zellen, entfernt.

Zu den Zellen wurden dann 200 pl Lysepuffer pipetiert und nach 30 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Mikrotiterplatte erneut zentrifugiert (10 min, 270 x g). Der Lyse-
puffer |0ste die Zellmembranen auf und die Nukleosomen aus dem Zytoplasma der apopto-
tischen Zellen wurden freigesetzt. Intakte Zellkerne blieben im Zentrifugat. Die freigesetzten
Nukleosomen aus dem Uberstand wurden nun in den ELISA (berfiihrt.

Fur den eigentlichen ELISA wurden 80 pl Konjugat-Gebrauchslosung vorgelegt. Diese
Losung enthielt zwei monoklonale Antikorper gegen DNA und Histon. Der DNA-Antikoper
war mit Peroxidase (POD) gekoppelt, der Histon-Antikbrper mit Biotin. Die Losung wurde auf
eine Mikrotiterplatte aufgebracht, die mit Streptavidin vorbeschichtet war. Dazu wurden nun
20 pl Uberstand mit den freigesetzten Nukleosomen der lysierten Zellen gegeben. Es folgte
eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur und gleichméRigem Schutteln (500
Umdrehungen/min). Wéahrend dieser Inkubationszeit wurde der Biotinanteil des Anti-Histon-
Antikorpers an die Steptavidinbeschichtung fixiert, der Antikérperteil band an den
Histonanteil der Nukleosomen. Gleichzeitig band der Anti-DNA-Antikérper an den DNA-Antell
der Nukleosomen.

Nach der 2-stiindigen Inkubation wurde die Losung sorgféltig entfernt und nach dreimaligem
Waschen wurden 100 pl Substratlosung aufgetragen. Sie enthielt ABTS (2,2‘-Azido-di[3-
ethylbenzthiazolin-sulfonat]). Durch das Waschen wurden ungebundene Antikorper und
Uberschissige Nuklesomen entfernt. Die an DNA-Antikorper gebundene POD setzte nun das
Substrat ABTS zu einem griinen Farbstoff um, der nach 5 bis 10 Minuten photometrisch bei
405 nm (Referenz: 492 nm) im Easy Reader vermessen wurde.

Die Bildung des Farbstoffes kann also nur dann erfolgen, wenn sich Histon-assozierte-DNA-
Fragmente im Zytoplasma von Zellen, die noch intakt sind, befinden.

Abbildung 18 gibt das Testprinzip des Sandwich-ELISA wieder.
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o, § - Zellsupension, die apoptotische und normale Zellen sowie DNA-Fragmente
"% nekrotischer Zellen enthalt (1)
L Ty, @ ) durch Waschen werden DNA-Fragmente nekrotischer Zellen entfernt (2)
@ - Auflésung der Zellmembranen
- intakte Zellkerne und Histon-assoziierte DNA-Fragmente (Nukleosomen)
L ) apoptotischer Zellen werden freigesetzt (3)
Tom, Uberfuhrung der freigesetzten Nukleosomen in den ELISA
J - der Biotin-gekoppelte Histon-Antikérper bindet an die mit Streptavidin
\ Jm C ) beschichtete Mikrotiterplatte und den Histonanteil der Nukleosomen (4)
der POD-gekoppelte DNA-Antikdrper bindet an den DNA-Anteil der
B i m%fts Nukleosomen und setzt das zugegebene ABTS zu einem griinen Farbstoff
Farbe um (4)
J
o DNA-Fragment nekrotischer Zellen 5 » Biotin-gekoppelter Histon-Antikérper

DNA-Fragment apoptotischer Zellen }%

» POD-gekoppelter DNA-Antikorper
apoptotische Zelle

Qs
(¥
Y V V V

normale Zelle H »  Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte

Abb. 18: Testprinzip des ELISA zur Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente

Bei allen Ansatzen wurde eine Zellkontrolle mitgefuhrt, die keine Testsubstanz enthielt. Im
Test-Kit enthalten war auch ein DNA-Histon-Komplex, der fiir die Positiv-Kontrolle verwendet
wurde. Zur Bestimmung des Hintergrundes wurde der zum Test gehorende Inkubationspuffer
verwendet, in welchem auch der Antikérper und der DNA-Histon-Komplex fur die

Positivkontrolle gelost wurden.

3.3.2.2. Auswertung

Fur die Apoptoseuntersuchungen mit ELISA wurden zundchst Konzentrationen ausgewahlt,
die nur in geringem Male zytotoxisch (ca. 1-30%) waren. Bei einigen Tensiden war es
jedoch erforderlich auch starker zytotoxische Konzentrationen (ca. 30-100%) zu unter-
suchen. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefuihrt. Die Mittelwerte der Extinktionswerte
wurden gebildet und der Hintergrund des Immunoassays subtrahiert.

Der Anreicherungsfaktor (AF) wurde wie folgt bestimmit:

0
AF = —ai
Xy 4]
Xa = Extinktion der Probe, die mit Testsubstanz behandelt wurde

Xo Extinktion der unbehandelte Probe (Zellkontrolle)
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3.3.3. Durchflusszytometrische Bestimmungen

Intakte Zellen zeigen eine ausgepragte Polaritat ihrer doppelschichtigen Zytoplasmamem-
bran. Das Phosphoglycerid Phosphatidylserin befindet sich nahezu ausschlief3lich auf der
Membraninnenseite. Relativ friih in der Apoptosekaskade kommt es zur Aufhebung dieses
Gradienten und Phosphatidylserin befindet sich auch auf der AuRenseite der Zelle.

Diese Umlagerung von Phosphatidylserin in der Zellmembran apoptotischer Zellen kann mit
Annexin V nachgewiesen werden. Annexin V ist ein 35-36 kD grofRes Protein. In Gegenwart
von ca. 2,5 mM Ca®" bindet es mit hoher Affinitdt an Phosphatidylserin. Durch Kopplung mit
einem Fluoreszensfarbstoff kann Annexin V im Fluoreszens-Mikroskop oder durchflusszyto-
metrisch erfasst werden.

Doch auch durch eine Desintegration der Membran, die haufig bei der Nekrose erfolgt, kon-
nen die Zellen angeféarbt werden, da die Membran nun permeabel fur Annexin V ist. Annexin
V kann in die Zelle eindringen und dann an der Innenseite der Zytoplasmamembran binden.
Zur Unterscheidung apoptotischer und nekrotischer Zellen sollte eine Gegenfarbung erfol-
gen. Nekrotische Zellen kénnen zum Beispiel mit Propidiumiodid angefarbt werden. Propi-
diumiodid ist ein Fluoreszensfarbstoff, der die DNA von toten Zellen anzufarben vermag
[225, 226].

3.3.3.1. Testdurchfihrung

Fur die durchflusszytometrischen Bestimmungen wurden die U937-Zellen mit Fluorescein-
isothiocyanat-konjugiertem Annexin V angefarbt. Es handelte sich um einen 1:1- Komplex
von Annexin V und Fluorescein-isothiocyanat (FITC), der laut Herstellerangaben nicht die
nativen phopholipidbindenden Eigenschaften von Annexin V andert.

Vor Durchfihrung des Tests wurden die U937-Zellen zunachst zentrifugiert, gewaschen und
auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml eingestellt. Die in RPMI-Medium (ohne Kalberserum) sus-
pendierten Zellen wurden in Gegenwart der Testsubstanz 4 Stunden, 20 Stunden bzw. 44
Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Fur die Ansatze fanden 50 ml Schraghalszellkultur-
flaschen mit 5 ml Zellsuspension Verwendung. Die Zellzahl in den Ansétzen betrug 5¢10°
Zellen/ml.

Fur den Test wurde die Annexin-V-Stammldsung mit dem Bindungspuffer des Testkits ver-
dunnt. Diese Losung wurde vor jeder Anwendung frisch hergestellt. Propidiumiodid wurde
ebenfalls in Bindungpuffer gelost.

Nach der Exposition wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 4°C, 500 x g), mit PBS-Puffer ge-
waschen und nach erneuter Zentrifugation mit 490 pl Bindungspuffer aufgenommen. Die
Zellzahl betrug in den Ansétzen ca. 10° Zellen/ml. Dann erfolgte die Zugabe von 5 ul ge-

brauchsfertiger Annexin-V-Losung und grundliche Durchmischung. Nach 10 Minuten wurden
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5 ul Propidiumiodidlésung (2 pg/ml) zugegeben und ebenfalls griindlich gemischt. Die
Zellsuspension wurde nun mit Hilfe der Durchflusszytometrie ausgewertet. Die Losungen
und die Zellsupension wurden bis zur Vermessung im Eiswasser aufbewabhrt.

Es wurden zwei Zellkontrollen mit gefuhrt, die nicht mit Substanz behandelt wurden. Eine
Zellkontrolle wurde, wie die mit Substanzldsung inkubierten Proben, mit Annexin V und Pro-
pidiumiodid versetzt (Zellkontrolle b), die andere Zellkontrolle wurde ohne Farbstoff vermes-

sen (Zellkontrolle a).

3.3.3.2. Auswertung

Fur die Apoptoseuntersuchungen mit Annexin V wurden Konzentrationen ausgewahlt, bei
denen im ELISA Histon-assoziierte DNA-Fragmente nachgewiesen werden konnten. Da bei
diesem Test sehr frihe Phasen der Apoptose nachgewiesen werden, erfolgte auch die
Untersuchung von geringen Tensidkonzentrationen, die im EZ4U noch nicht toxisch waren.
Die Exposition wurde in diesen Féllen auf 44 Stunden erhoht.

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte mit WinMDI 2.8. Es wurde
ein Dotplot erstellt und vier Quadranten festgelegt, sodass bei Zellkontrolle a 96 % der Zellen
im Quadrant 3 (ungefarbte Zellen) zu vermessen waren. Die Grenzlinien x und y wurden um
diese Bedingung zu erfiillen bei jeweils 2*10* festgelegt. Bei der Zellkontrolle b befanden
sich im Mittel 79 %, mindestens aber 67 % der Zellen im Quadranten 3.

In der Abbildung 19 ist ein Dotplot der Zellkontrolle b mit der festgelegten Quadrantenauf-
teilung dargestellt. Im Quadrant 1 oben links befinden sich nur mit Propidiumiodid angefarb-
te, nekrotische Zellen (rot dargestellt), im Quadrant 2 oben rechts befinden sich mit Propi-
diumiodid und Annexin V gefarbte, nekrotische oder spatapoptotische Zellen (schwarz dar-
gestellt), im Quadranten 3 unten links befinden sich ungeféarbte, intakte Zellen (blau darge-
stellt) und im Quadrant 4 unten rechts befinden sich nur mit Annexin V gefarbte, friihapop-

totische Zellen (grun dargestellt).

+
=
=
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10
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Abb. 19: Dotplot der Zellkontrolle b
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3.4. Weitere Methoden

3.4.1. Vergleich von AART und Zytotoxizitat

Um die Membrantoxizitat und die Zytotoxizitat zu vergleichen, wurde die Zytotoxizitat bei der
minimal toxischen Konzentration errechnet. Des Weiteren wurde in zwei unterschiedlichen
Versuchsansatzen der Einfluss der Versuchsbedingungen auf das Testergebnis untersucht.
Die Versuchsbedingungen des AART unterschieden sich von denen der Zytotoxizitatsbe-
stimmung mit EZ4U durch:

erhohte Zellzahl beim AART, da vor der Exposition 24 Stunden mit FCS inkubiert wurde

(Zellwachstum beim Einbau der [*H]Arachidonsaure)

Exposition mit Testsubstanz in Réhrchen (AART) bzw. auf der Mikrotiterplatten (EZ4U)

Fehlen von CO, bei Exposition im AART, da Rohrchen fest verschlossen waren

3.4.1.1. Zytotoxizitat bei der minimal toxischen Konzentration (MTK)

Die Zytotoxizitat bei der minimal toxischen Konzentration (MTK) wurde aus der Konzentra-
tions-Wirkungs-Kurve der Zytotoxizitatsbestimmung mit EZ4U mittels Regressionsanalyse
ermittelt. Der im AART bestimmte Wert der MTK wurde als x-Wert fur die Konzentration in
die Gleichung der Regressionsfunktion y = a - In(x) + b eingesetzt, und so die prozentuale

Zytotoxizitat (y-Wert) errechnet.

3.4.1.2. Zytotoxizitat unter den Versuchsbedingungen des AART

Wie bei der Durchfihrung eines AART-Versuches wurde eine Zellkulturflasche mit 30 ml
Zellsuspension mit U937-Zellen, die sich in der stationdren Wachstumsphase befanden (Zell-
zahl 10° - 2¢10° Zellen/ml) zentrifugiert (270 x g, 4°C, 5 min) und mit RPMI-Medium gewa-
schen. Die Zellsuspension wurde in 27 ml RPMI-Medium und 3 ml FCS resuspendiert und
auf eine Zellzahl von 10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellen wurden nun fiir 24 Stunden bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Das entsprach der Zeit, die beim AART fir den Einbau der
[®H]Arachidonséure in die U937-Zellen benétigt wurde. Nach dieser Inkubation wurden die
Zellen zentrifugiert (270 x g, 4°C, 5 min) und zweimal mit RPMI-Medium gewaschen. Dann
wurden sie mit 30 ml RPMI-Medium resuspendiert und der Verdiinnungsreihe zugegeben.

Es wurden jeweils 0,5 ml Substanzlésung in Polystyrenréhrchen (Falcon® 2027) vorgelegt.
Dazu wurden 0,5 ml der Zellsuspension pipettiert. Die Rohrchen wurden fest verschlossen
fur 1 bzw. 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Nach der Exposition wurden jeweils 200 pl Zellsuspension aus dem Roéhrchen auf eine
Mikrotiterplatte Uberfiihrt und 20 pl EZ4U-Substrat aufgebracht. Nach 2-stiindiger Inkubation
der Mikrotiterplatte bei 37°C wurde diese im Plattenphotometer vermessen.
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In Abbildung 20 ist die Zytotoxizitat von Natriumdodecylsulfat dargestellt. Zum einen wurde

sie, wie hier beschrieben, zum anderen nach Punkt 3.2.1.1. bestimmt.

110 +

100 4+ 1h Exposition auf Mikrotiterplatte

90 T —e— 24h Exposition auf Mikrotiterplatte

80T 1h Exposition im Réhrchen analog AART

70 +
—e— 24h Exposition im R6hrchen analog AART
60 1
50 +

40 +

Zytotoxizitat [%]

30 +

20 +
10+

0 N s N S

" —t —— "
_loq-l :—W

Konzentration [pg/mi]

100

Abb. 20: Zytotoxizitat von Natriumdodecylsulfat unter den Versuchsbedingungen des AART (n = 6) und des Zyto-
toxizitatstests mit EZ4U (n = 14)

Wahrend sich nach 1-stiindiger Exposition die Zytotoxizitatswerte nur geringfiigig unterschei-
den, ist nach 24-stiindiger Exposition die Zytotoxizitat, die unter AART-Bedingungen be-
stimmt wurde, deutlich geringer als die im Zytotoxizitatstest bestimmte Zytotoxizitat. Es ist
anzunehmen, dass die U937-Zellen nach 24 Stunden Exposition unter AART-Bedingungen

weniger geschadigt werden, als bei der Zytotoxizitatsbestimmung nach Punkt 3.2.1.1..

3.4.1.3. Zytotoxizitat nach Durchfihrung des AART

Bei diesem Versuch erfolgte eine Zytotoxizitatsbestimmung mit EZ4U im Anschluss an den
AART. Nach dem die Zellen, wie im Punkt 3.1.2. beschrieben, zentrifugiert worden sind, um
die Radioaktivitat im Uberstand zu bestimmen, wurden die Zellen mit farblosem RPMI
resuspendiert und auf eine Mikrotiterplatte Uberfihrt. Danach wurde der EZ4U-Test
durchgefihrt: nach Aufbringen von 20 pl Substratldsung, weitere 2 Stunden Inkubation bei
37°C, Messung im Plattenphotometer.

In Abbildung 21 ist die Zytotoxizitat von Triton® X-100 dargestellt. Sie wurde zum einen, wie
im Punkt 3.2.1.1. beschrieben, bestimmt (Zytotoxizitatstest mit EZ4U), zum anderen wurde
sie, in Anschluss an den AART, an den zu Ende des Versuches abzentrifugierten Zellen,
bestimmt.

Wie im Versuchsansatz mit Natriumdodecylsulfat, unterscheiden sich nach 1-stiindiger
Exposition die Zytotoxizitatswerte nur geringflgig, wahrend bei 24-stiindiger Exposition die
Zytotoxizitat, die in Anschluss an den AART bestimmt wurde, deutlich geringer ist, als die im
Zytotoxizitatstest mit EZ4U bestimmte Zytotoxizitat. Es bestatigt sich, dass die U937-Zellen
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nach 24 Stunden Exposition unter AART-Bedingungen weniger geschadigt werden, als bei
der Zytotoxizitatsbestimmung nach Punkt 3.2.1.1..

110

100 1h Exposition (Zytotoxizitatstest)

—e— 24h Exposition (Zytotoxizitatstest)

© ©
o o

1h Exposition im AART, dann EZ4U-Test

o

—e— 24h Exposition im AART, dann EZ4U-Test

o
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Abb. 21: Zytotoxizitat von Triton® X-100 im Zytotoxizitatstest mit EZ4U (n = 14) und nach Durchfihrung des AART
(n=3)

3.4.2. Morphologische Beurteilung der Zellen

Die Zellen wurden nach 1- und 24-stindiger Exposition mit den Testsubstanzen vor der
Durchfihrung des Zytotoxizitatstests beobachtet und Veranderungen ihrer Morphologie
protokolliert. Die angefuhrten Stichpunkte im Ergebnisteil fassen diese Beobachtungen
zusammen.

Fur die im Ergebnisteil dargestellten Fotografien wurden die Zellen fur 1 bzw. 24 Stunden
Tensidkonzentrationen ausgesetzt, die im EZ4U-Test Zytotoxizitdtwerte zwischen 0 und
100% verursachten. Die Expostion erfolgte in Cytomorph-b-Platten. Beim Fotografieren der
HaCaT-Zellen, sowie bei einigen Aufnahmen der U937-Zellen wurde Phasenkontrast

verwendet. Die entsprechende Vergro3erung ist bei den Abbildungen angegeben.

3.4.3. Statistik

Die Signifikanz wurde mit Hilfe des t-Testes errechnet. Normalverteilung und Gleichheit der
Streuungen wurden vorausgesetzt. Fur die Signifikanzentscheidung wurde eine Irrtumswahr-
scheinlichkeit von 0,05 zugrunde gelegt.

- X-Y \/nlnz(nl+n2-2)
J(n, - 9)sD2 +(n, - D2 n,+n,

X = Mittelwert 1 Y = Mittelwert 2
n, = Anzahl der Messwerte 1 n, = Anzahl der Messwerte 2
SDy = Standardabweichung von X SDy, = Standardabweichung von Y
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4. Ergebnisse
4.1. Nichtionische Tenside

4.1.1. Macrogolcetylstearylether

Macrogolcetylstearylether (MCSE) sind neben Macrogollauryl- und Macrogololeylethern neu
in das Europaische Arzneibuch (Ph. Eur.1997) aufgenommen worden. Die Monographie be-
schreibt eine Gruppe von Substanzen, die sich durch unterschiedliche Anzahl Ethylenoxid-
bzw. Polyoxyethylen-Einheiten in physikalisch-chemischen und galenischen Eigenschaften
unterscheiden.

Fur ihre Darstellung wird 1 Mol Cetylstearylalkohol mit einer definierten Menge Ethylenoxid in
Gegenwart von KOH umgesetzt.

Mit steigendem Ethylenoxidanteil steigt die Dispensierbarkeit der MCSE mit Wasser und der
HLB-Wert. Im Gegensatz zu den Estern des Macrogols mit gesattigten hoheren Fettsauren
sind die entsprechenden Ether weniger hydrolyseempfindlich. Es wurden zwei Vertreter der
MCSE untersucht, Brij°78 und Cremophor® A25. Es handelt sich um Verbindungen mit
relativ hohem Ethoxylierungsgrad, also eher hydrophile Verbindungen [109].

4.1.1.1. Brij®78
Bei Brij®78 handelt es sich um ein Gemisch von Polyethylenglycol-octadecylethern. Die
Hauptkomponente stellt der Eicosaethylenglycol-octadecylether dar.

H,C— (CH (OCH,CH,),,,OH

2717

Abb. 22: Strukturformel von Brij®78

Der Wassergehalt betragt maximal 3%, ein Antioxidans kann enthalten sein. Der HLB-Wert
liegt bei 15,3. Brij®78 wird als Lésungsvermittler, O/W-Emulgator und Stabilisator fiir disperse
Systeme eingesetzt. Es verbessert die Streichfahigkeit von Salben. Brij®78 ist als gut
hautvertraglich eingeschatzt worden. Jedoch kann es am Kaninchenauge gelegentlich zu
Reizungen fiihren. Die orale Toxizit4t von Brij®78 betragt 2,1 g/kg (LDso, Ratte) [79].

Zytotoxizitat von Brij®78

Die Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse von Brij®78 im Zytotoxizitatstest mit EZ4U an HaCaT-
Zellen und U937-Zellen.
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Es ist eine deutliche Zunahme der Zytotoxzitat mit der Zeit zu erkennen. Die Toxizitat an
U937-Zellen nimmt nach 24 Stunden in Vergleich zu 1 Stunde um das ca. 3fache, die

Toxizitat an HaCaT Zellen um das ca. 6fache zu.
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30 T ——HaCaT 1h Exposition
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Abb. 23: Zytotoxizitat von Brij®78 an HaCaT-Zellen (n = 13) und U937-Zellen (n = 15) nach 1 und 24 Stunden Ex-
position bei 37°C

In Konzentrationen unter 0,5 pg Brij®78 pro ml ist auch nach 24 Stunden noch keine
Zytotoxizitat zu erkennen. HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegeniiber Brij®78 als
U937-Zellen. An U937-Zellen sind nach 24 Stunden bei einer Konzentration von ca. 3 pg/mi
100% Zytotoxizitat erreicht. An HaCaT-Zellen betragt die Zytotoxizitat bei dieser Konzentra-
tionen nur 50%. Erst bei 16 pg/ml sind 100% Zytotoxizitat an HaCaT-Zellen erreicht. Nach 1-
stundiger Exposition sind diese Unterschiede zwischen den Zellarten noch deutlicher zu
erkennen. Wéahrend an HaCaT-Zellen bei einer Konzentration von 16 pg/ml lediglich 5%
Zytotoxizitdt zu bestimmen waren, sind bei dieser Konzentration an U937-Zellen schon
nahezu 100% Zytotoxizitat erreicht. Tabelle 3 zeigt die halbmaximale zytotoxische
Konzentration (CCso) von Brij®78 an HaCaT- und U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden.

Tabelle 3: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCs) von Brij®78

Exposition U937-Zellen [ug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h 7,00 (6,08-8,06) 45,0 (33,7-59,9)
24h 1,63 (1,21-2,21) 4,14 (4,00-4,29)
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Fir Brij®78 wurde an den U937-Zellen auch eine Trypanblaufarbung durchgefiihrt. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 24 dargestellt.
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Abb. 24: Zytotoxizitat von Brij®78 an U937- Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition bei 37°C — Trypanblaufar-

bung (n = 15) im

Vergleich zum XTT-Test (n = 15)

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der beiden Zytotoxizitatsuntersuchungen stimmen

weitestgehend Uberein, jedoch sind mit der Trypanblaufarbung bei 1-stiindiger Exposition

etwas hohere Werte fur die Zytotoxizitat bestimmt worden. Bei 4 pg/ml sind die Unterschiede

signifikant. Die CCso-Werte bei 24-stiindiger Exposition sind anndhernd gleich, bei 1-

stindiger Exposition ist die mit der Trypanblaufarbung bestimmte CCs niedriger als die im

EZ4U ermittelte (Tab

. 4).

Tabelle 4: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Brij®78 - Vergleich Try-

panblaufarbung und XTT-Test

Exposition EZ4U [pg/ml] Trypanblaufarbung [pug/ml]
1h 7,00 (6,08-8,06) 4,37 (4,05-4,72)
24h 1,63 (1,21-2,21) 1,07 (0,94-1,21)
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Membrantoxizitat von Brij®78

Die durch Brij®78 induzierte Arachidons&ure-Freisetzung ist in der Abbildung 25 dargestellt.
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Abb. 25: [°H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Brij®78 an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition bei
4°C (n=9) und 37°C (n = 12)

Nach 24-stiindiger Exposition ist bei 32 ug Brij®78 pro ml die maximale Arachidonsaure-Frei-
setzung im Vergleich zur Positivkontrolle erreicht. Bei 1-stindiger Exposition fand bei dieser
Konzentration noch keine maximale Arachidonsdure-Freisetzung statt. Bei 4°C ist die
erreichte Arachidonsaure-Freisetzung bei 32 pg/ml noch niedriger. Die MTK-Werte von
Brij®78 und die entsprechende Zytoxizitéat bei der MTK sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitét bei der MTK von Brij®78

Exposition MTK [pug/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C 1,66 0
1h, 4°C 1,59 -

24h, 37°C 0,71 13,1

Bei der MTK ist an den Zellen nach einer Stunde keine Zytotoxizitat im EZ4U nachzuweisen.
Die Zytotoxizitat nach 24 Stunden ist im Bereich der MTK gering.
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Apoptose durch Brij®78

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Brij®78 wurde in Konzentrationen von 0,25 bis 8 pg/ml durch Bestimmung intrazellulérer
Histon-assoziierter DNA-Fragmente auf seine Apoptose-induzierenden Eigenschaften hin
untersucht. Die Abbildung 26 zeigt den Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-

Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stiindiger Exposition mit Brij®78.
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Abb. 26: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-

stuindiger (rechts) Exposition mit Brij®78

Bei Konzentrationen von 1 bis 8 pg/ Brij°78 pro ml konnte eine deutliche Erhéhung (AF: 2 bis
12) von intrazellularen Histon-assoziierten DNA-Fragmenten in U937-Zellen nachgewiesen
werden. Nach 20-stiindiger Exposition waren bei Konzentrationen von 4 bis 8 pg/ml jedoch

keine Histon-assoziierten DNA-Fragmente mehr zu bestimmen.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Brij®78 wurde in den Konzentrationen 1, 2 und 8 pg/ml durchflusszytometrisch mit der
Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf apoptotische Zellen hin untersucht.

Brij®78 fiihrte zur Entstehung einer neuen Zellpopulation. Es entstanden sowohl apoptotische
als auch nekrotische Zellen, sowie Zellen in verschiedenen Ubergangsstadien. Die Zellen
wurden wenig bis deutlich mit Annexin V, Propidiumiodid oder beiden Farbstoffen geféarbt.
Die Abbildung 27 zeigt die Dotplots nach 20-stiindiger Exposition mit Brij®78. Deutlich ist die
konzentrationsabhangige Veranderung der Zellen zu erkennen. Bei 1 und 2 pg/ml ist noch
die urspringliche Zellpopulation, die der der Zellkontrolle entspricht, vorhanden. Es ist
jedoch auch eine neue Zellpopulation entstanden, die hauptsachlich im Quadranten oben
rechts liegt. Besonders deutlich ist die neu entstandene Zellpopulation mit Ubergangsstadien
verschiedenartig angefarbter Zellen bei 8 pg Brij°78 pro ml zu beobachten. In diesem Fall

existiert fast nur noch die neu entstandene Zellpopulation.
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Abb. 27: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stiindiger Exposition mit Brij®78 pro ml und Annexin-V-Propidiumiodid-
Farbung (von links nach rechts: 1 pg/ml, 2 pg/ml, 8 pg/ml)

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zusammen-
gefasst. Bei allen getesteten Konzentrationen und Expositionszeiten sind im Vergleich zur
Zellkontrolle b vermehrt Zellen in den oberen Quadranten zu finden gewesen. Daraus ist zu

schlie3en, dass vor allem nekrotische Veranderungen an den Zellen stattfinden.

Tabelle 6: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Brij®78 im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h 44 h
Konzentration 1 ug/ml Brij®78

U937-Zellen [%)] ZKb ZKb ZK b
primér nekrotisch 12,1 19,9 8,24 1,24 6,48 3,74
nekrotisch / spatapoptotisch 57,7 4,24 28,1 11,3 33,6 14,5
frhapoptotisch 3,32 0,70 2,44 6,18 2,24 2,38
unverandert 26,9 75,2 61,2 81,3 57,5 79,4
Konzentration 2 pg/ml Brij®78

U937-Zellen [%)] ZKb ZKb ZK b
primar nekrotisch 9,02 19,9 9,22 1,24 14,2 3,74
nekrotisch / spatapoptotisch 55,4 424 35,6 11,3 40,6 14,5
frhapoptotisch 1,90 0,70 2,88 6,18 1,70 2,38
unverandert 33,7 75,2 52,3 81,3 43,5 79,4
Konzentration 8 pug/ml Brij®78

U937-Zellen [%)] ZKb ZKb

primér nekrotisch 42,1 19,9 5,54 1,24

nekrotisch / spatapoptotisch 52,2 424 75,7 11,3

frihapoptotisch 0,70 0,70 13,4 6,18

unverandert 5,00 75,2 5,38 81,3
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Bei den Konzentrationen 1 pg/ml nach 4-stindiger und bei 8 pg/ml nach 20-stiindiger
Exposition wurde eine Erhéhung der nur mit Annexin V geféarbeten Zellen im Vergleich zur
Zellkontrolle b festgestellt (fettgedruckt), sodass man in diesen Féllen auf frihapoptotische
Prozesse schlie3en kann.

Bei Brij®78 finden wahrscheinlich apoptotische und nekrotische Prozesse nebeneinander
statt. Dabei sind nekrotische und apoptotische Zellen nicht immer eindeutig voneinander zu

unterscheiden.

Morphologische Veranderungen durch Brij®78

HaCaT-Zellen
An den HaCaT Zellen wurden nach der Exposition mit Brij®78 folgende Veranderungen
festgestellt:

Abrundung

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Schrumpfung

Die Abbildungen 28 und 29 zeigen die HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition
mit Brij®78. Die Zellen ballen sich bei Exposition mit Brij°78 zusammen, sie l6sen sich von
der Oberflache und erscheinen deutlich kleiner. Je héher die Konzentration und je langer die
Expositionszeit ist, desto kleiner werden die Zellen. Die grof3en, bei den HaCaT-Zellen sehr
gut zu erkennenden Zellkerne sind ebenfalls deutlich kleiner. Bei einigen Zellen ballt sich das

Zytoplasma um den Kern zusammen, sodass die Zellmembran wie eine Blase aussieht.

U937-Zellen
An den U937 Zellen wurden nach der Exposition mit Brij®78 folgende Veranderungen
beobachtet:

Schrumpfung

Zellen erscheinen flach und durchscheinend

Zellen sind kleiner und weisen eine aufgerauhte Oberflache auf

In den Abbildungen 30 und 31 sind die U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit
Brij®78 abgebildet. Bei 1-stiindiger Exposition mit 8 ug/ml und bei 24-stiindiger Exposition mit
4 pg/ml sind deutlich zwei Zellpopulationen zu erkennen. Einige Zellen erscheinen vollig
unverandert, wahrend die anderen Zellen deutlich die beschriebenen Veradnderungen
aufweisen. Das Auftreten zweier Zellpopulationen wurde auch bei den durchflusszytome-

trischen Untersuchungen nachgewiesen.
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Abb. 28: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Brij°78 160fach vergroRert (oben links Zellkontrolle (0
pg/ml); oben rechts 32 pg/ml; unten links 64 pg/ml; unten rechts 128 pg/ml)
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Abb. 29: HaCaT-Zellen nach 24-stindiger Exposition mit Brij®78 160fach vergroRert (oben links 4 pg/ml; oben

rechts 8 pg/ml; unten links 16 pg/ml; unten rechts 32 pg/ml)
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Abb. 30: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Brij®78 160fach vergroBert (oben links 4 pg/ml; oben rechts
8 pg/ml; unten links 16 pg/ml; unten rechts 32 pg/ml)
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Abb. 31: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Brij®78 40fach vergroBert (oben links 1 pg/ml; oben rechts
2 pg/ml; unten links 4 pg/ml; unten rechts 8 pg/ml)
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4.1.1.2. Cremophor® A25
Cremophor® A25 ist ein MCSE bei dem 1 Mol Cetylstearylether mit 25 Mol Ethylenoxid

umgesetzt wurde [79].

H,C—(CH,),,— (OCH,CH,),,OH
0.15

Abb. 32: Strukturformel von Cremophor® A25

Der Reinheitsgrad von Cremophor® A25 ist gréRer als 99%, der pH-Wert liegt bei 5-7, der
HLB-Wert zwischen 15 und 17. Das Tensid wird als elektrolyt- und pH-unempfindlicher O/W-
Emulgator in Salben und Grundlagen eingesetzt. In Konzentrationen von 1% wird
Cremophor® A25 als Stabilisator fiir disperse Systeme, ca. 5%ig wird es als Emulgator
verwendet. In Konzentrationen von 21-30% bildet Cremophor® A25 ein gelartiges,
streichfahiges Hydrat [79]. Cremophor® A25 ist z.B. in Finalgon®-Creme, Inflam®-Salbe und
Mykontral®-Lotion enthalten [1].

Cremophor® A25 gilt als physiologisch indifferent sowie haut- und schleimhautvertraglich,
jedoch férdert es das Durchdringungsvermdgen fir andere Stoffe. Eine mutagene Wirkung
wurde diskutiert. Die akute orale Toxizitat an der Ratte betragt 1,1 g/kg (LDso) [79].

Zytotoxizitat von Cremophor® A25

Die Abbildung 33 gibt die Zytotoxizitit von Cremophor® A25 an HaCaT- und an U937-Zellen
wieder.

Die Untersuchungen mit Cremophor® A25 lieferten &hnliche Ergebnisse wie die Unter-
suchungen mit Brij®78. Das AusmaR der Zytotoxzitét ist zeitabhdngig. An U937-Zellen nimmt
nach 24 Stunden im Vergleich zur 1-stindigen Exposition die Zytotoxizitat um das ca.
3fache, die Zytotoxizitat an HaCaT-Zellen um das ca. 6fache zu.

HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegeniiber Cremophor® A25 als U937-Zellen. Die
Unterschiede der Zytotoxizitatsuntersuchungen an den beiden Zellarten entsprechen
weitestgehend denen des Brij®78. Auch bei Cremophor® A25 sind nach 1-stiindiger
Exposition die Unterschiede zwischen U937- und HaCaT-Zellen noch deutlicher zu erkennen
als nach 24 Stunden.

Tabelle 7 zeigt die halbmaximale zytotoxische Konzentration von Cremophor® A25 an
HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition. Die CCso-Werte von
Cremophor® A25 unterscheiden sich nur geringfiigig von denen des Brij®78.
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Abb. 33: Zytotoxizitat von Cremophor® A25 an HaCaT-Zellen (n =16) und U937-Zellen (n = 13) nach 1 und 24

Stunden Exposition bei 37°C
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Tabelle 7: Halbomaximale zytotoxische Konzentration (CCs,) von Cremophor® A25

Exposition U937-Zellen [ug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h 5,66 (3,78-8,49) 48,7 (37,5-63,2)
24h 1,42 (1,38-1,46) 4,65 (3,42-6,32)

Membrantoxizitat von Cremophor® A25

Die Abbildung 34 zeigt die Membrantoxizitat von Cremophor® A25 im AART. Wie bei Brij®78
bewirkt eine Konzentration von 32 pug/ml nach 24 Stunden eine maximale Arachidonsaure-
Freisetzung entsprechend der Positivkontrolle, nach 1 Stunde liegt die Arachidonsaure-
Freisetzung noch unterhalb von 50% der Positivkontrolle.

Die MTK-Werte von Cremophor® A25 bei 37°C sind in der Tabelle 8 dargestellt. Sie
entsprechen denen des Brij®78. Bei der MTK nach 24 Stunden liegt eine geringe Zytotoxizitat
von 11,5% vor.
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Abb. 34: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Cremophor® A25 an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Expo-
sition bei 37°C (n = 12)

Tabelle 8: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von

Cremophor® A25
Exposition MTK [ug/ml] Zytotoxizitéat [%]
1h 1,64 0
24h 0,71 11,5

Morphologische Veranderungen durch Cremophor® A25

Sowohl HaCaT- als auch U937-Zellen wiesen nach Behandlung mit Cremophor® A25 die

gleichen morphologischen Verénderungen auf wie Zellen, die mit Brij®78 behandelt wurden.
In der Abbildung 35 sind mit Cremophor® A25 behandelte HaCaT-Zellen dargestellt.

Sehr deutlich zu erkennen ist die, auch bei Brij®78 beobachtete, Zusammenballung des

Zytoplasmas um den Zellkern mit einem blasenartigen Aussehen der Zellmembran.
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pa/ml; oben links 8 pug/ml; unten rechts 16 pg/ml; unten links 32 pg/ml)
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4.1.1.3. Romulgin®N

Es handelt sich bei Romulgin® N um einen Komplexemulgator, der aus héhermolekularen
Fettalkoholen, vorwiegend Stearylalkohol, deren Macrogolethern und einem Partialester-
gemisch hochmolekularer Fettsduren, vorwiegend Stearinsédure, mit Glycerin besteht. Der
Alkylpolyglykolethergehalt betragt etwa 32 %.

Romulgin® N wird als O/W-Emulgator verwendet. Der Komplexemulgator ist z.B. ein
Hauptbestandteil der Unguentum emulsificans aquosum N nach SR90.

Bei Romulgin® N wurde nur der EZ4U-Test an U937-Zellen, als Ergénzung zu den
Zytotoxizitatsuntersuchungen an Brij®78 und Cremophor® A25, durchgefiihrt. Die Tabelle 9

gibt die CCs, Werte (n = 15) von Romulgin® N wieder.

Tabelle 9: Halomaximale zytotoxische Konzentration (CCsy) von Romulgin® N an U937-Zellen

Exposition CCsp [Hg/ml] CCsp [Hg/ml]
berechnet auf Macrogolethergehalt
1h 219 (138-348) 70,1 (44,2-111)
24h 45,2 (24,1-84,6) 14,4 (7,71-27,7)

Romulgin® N ist berechnet auf den Aktivgehalt deutlich weniger zytotoxisch als Brij®78 und
Cremophor® A25. Die beiden reinen Macrogolcetylstearylether (MCSE) sind sowohl nach
einer als auch nach 24 Stunden 10fach zytotoxischer als die in Romulgin® N enthaltenen

Macrogolether, bei denen es sich auch tberwiegend um MCSE handelt.
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4.1.2. Macrogoloctylphenylether — Triton® X-100

Triton® X-100 ist ein Octylphenolether des Macrogols. Es enthalt 9 bis 10 Ethoxygruppen und
wird durch Reaktion von t-Octylphenol mit Ethylenoxid gewonnen. Der Aktivgehalt betragt

mindestens 99% [79].
CsHT©7 (O-CH,-CH,),_,,OH

Abb. 36: Strukturformel von Triton® X-100

Triton® X-100 ist ein mit Wasser mischbarer Emulgator mit einem HLB-Wert von 13,4. Es
findet Verwendung als Hilfsstoff in Arzneimitteln, es ist z.B. Bestandteil von Tissucol®
Gewebekleber [1]. Triton® X-100 ist biologisch abbaubar und mit ionischen Stoffen
kompatibel. Wegen einer moglichen Explosionsgefahr sollten keine Mischungen mit stark
oxydierenden oder reduzierenden Substanzen hergestellt werden.

Triton® X-100 gilt als gut hautvertraglich. Die orale Toxizitat von Triton® X-100 betréagt 1,8
mi/kg (LDso, Ratte) [79].

Zytotoxizitat von Triton® X-100

In der Abbildung 37 sind die Ergebnisse des Zytotoxizitatstest mit Triton® X-100 an HaCaT-
und U937-Zellen dargestellt.
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Abb. 37: Zytotoxizitét von Triton® X-100 an HaCaT-Zellen (n = 15) und U937-Zellen (n = 14) nach 1 und 24
Stunden Exposition bei 37°C
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Bei Triton® X-100 ist wie bei den Macrogolcetylstearylethern eine deutliche Zunahme der
Zytotoxzitat mit der Zeit zu erkennen. Die Zytotoxizitdt an U937-Zellen nimmt nach 24
Stunden im Vergleich zur 1-stindigen Exposition um das ca. 5fache, die Zytotoxizitat an
HaCaT-Zellen um das ca. 3fache zu.

In Konzentrationen geringer Zytotoxizitat bis ca. 40% sind nach 24-stindiger Exposition nur
geringe Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien vorhanden. In hdéheren Konzentra-
tionen wird Triton® X-100 von HaCaT-Zellen etwas besser toleriert. Wahrend an U937-Zellen
nach 24-stiindiger Exposition schon bei ca. 30 ug Triton® X-100 pro ml 100% Zytotoxizitét
erreicht werden, ist dies fur HaCaT-Zellen erst bei 60 pg/ml der Fall. Nach 1-stindiger
Exposition sind die Unterschiede zwischen den Zelllinien ebenfalls erkennbar. In der
Konzentration von 64 pg/ml waren bereits tber 90% der U937-Zellen abgestorben, bei
HaCaT-Zellen waren bei dieser Konzentration weniger als 10% der Zellen tot.

Die Tabelle 10 zeigt die halbmaximale zytotoxische Konzentration von Triton® X-100 an
HaCaT- und U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden.

Tabelle 10: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Triton® X-100

Exposition U937-Zellen [pg/ml] HaCaT-Zellen [pug/ml]
1h 48,4 (46,9-50,0) 84,9 (73,7-97,9)
24h 8,98 (6,90-11,7) 26,0 (18,7-36,0)

Membrantoxizitat von Triton® X-100

Die Abbildung 38 gibt die durch Triton® X-100 induzierte Arachidonsaure-Freisetzung wieder.
Bei Inkubation der U937-Zellen mit 256 pg Triton® X-100 pro ml ist bereits nach 1 Stunde
sowohl bei 37°C als auch bei 4°C die maximale Arachidonsaure-Freisetzung im Vergleich
zur Positivkontrolle erreicht. Bei einer Konzentration von 128 pg/ml ist die erreichte
Arachidonsaure-Freisetzung nach 24 Stunden héher als die nach 1-stiindiger Exposition.
AulRerdem ist die erreichte Arachidonsdure-Freisetzung bei dieser Konzentration bei 37°C
hoher als bei 4°C. Die MTK-Werte von Triton® X-100 und die entsprechende Zytoxizitat bei
der MTK sind in der Tabelle 11 dargestellt.
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Abb. 38: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Triton® X-100 an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition
bei 4°C (n =9) und 37°C (n = 12)

Tabelle 11: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von
Triton® X-100

Exposition MTK [ug/ml] Zytotoxizitéat [%]
1h, 37°C 41,1 39,9
1h, 4°C 39,6 -

24h, 37°C 15,8 67,4

Im Gegensatz zu den MCSE ist bei Triton® X-100 in den Konzentrationsbereichen der MTK

sowohl nach 1 Stunde als auch nach 24 Stunden eine deutliche Zytotoxizitat festzustellen.

Apoptose durch Triton® X-100

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Triton® X-100 wurde in Konzentrationen von 0,3 bis 160 pg/ml auf seine Apoptose-
induzierenden Eigenschaften hin untersucht. Die Abbildung 39 zeigt den Anreicherungsfaktor
Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stindiger Exposition mit
Triton® X-100.

Triton® X-100 filhrte in den Konzentrationen 20; 40 und 80 pg/ml nach 4 Stunden und in der
Konzentration 5 pg/ml nach 20 Stunden zu einer deutlichen Erhéhung von intrazellularen

Histon-assoziiereten DNA-Fragmenten in U937-Zellen (AF: 3 bis 7). Im Konzentrations-
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bereich von 2,5 bis 10 pg/ml sowohl nach 4 als auch nach 20 Stunden und bei der
Konzentration 1,25 pg/ml nach 20 Stunden Exposition sind die Anreicherungsfaktoren

ebenfalls gréRer 1.
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Abb. 39: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-
stuindiger (rechts) Exposition mit Triton® X-100

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Triton® X-100 wurde in den Konzentrationen 2,5, 5 und 40 ug/ml durchflusszytometrisch mit
der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf apoptotische Zellen hin untersucht.

Bei 5 und 40 pg/ml konnten nach 4-stindiger Exposition eine erhohte Anzahl friihapopto-

tischer U937-Zellen nachgewiesen werden.
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Abb. 40: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit 5 pg Triton® X-100 pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung

Triton® X-100 fuhrte Gberwiegend zur Entstehung apoptotischer Zellen. Die verénderten
Zellen befinden sich im Dotplot vorwiegend in den beiden rechten Quadranten. In dem
unteren rechten Quadranten sind friihapoptotische, im oberen wahrscheinlich spatapopto-
tische (mit Annexin V und Propidiumiodid gefarbte) Zellen (Abb. 40 und 41).
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Abb. 41: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit 40 pg Triton® X-100 pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung

In héheren Konzentrationen und nach l&ngerer Exposition sind tUberwiegend spatapopto-
tische Zellen vorhanden (Abb. 42). Es konnte sich hierbei jedoch auch um nekrotische Zellen

handeln.
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Abb. 42: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stiindiger Exposition mit 40 pg Triton® X-100 pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung

Nekrose durch Triton® X-100 ist bei héheren Konzentrationen und nach langerer Exposition

anzunehmen, war allerdings nicht eindeutig nachzuweisen.
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In der Tabelle 12 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmungen
zusammengefasst. Im Vergleich zur Zellkontrolle b vermehrt vorkommende frihapoptotische

Zellen sind fettgedruckt.

Tabelle 12: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Triton® X-100 im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h
Konzentration 5 pg/ml Triton® X-100
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primér nekrotisch 1,24 1,42 1,84 1,20
nekrotisch / spatapoptotisch 27,9 8,78 16,6 11,3
frhapoptotisch 7,84 5,30 5,62 6,18
unverandert 63,1 84,5 75,0 81,3
Konzentration 40 pg/ml Triton® X-100
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primar nekrotisch 2,72 1,42 2,24 0,9
nekrotisch / spatapoptotisch 27,9 8,78 68,2 22,1
frihapoptotisch 10,1 5,30 1,72 10,5
unverandert 59,3 84,5 27,9 66,5
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Morphologische Verdnderungen durch Triton® X-100

HaCaT-Zellen
An den HaCaT-Zellen wurden nach der Exposition mit Triton® X-100 folgende Verénde-
rungen festgestellt:

Abrundung

Abltésen der Zellen von der Oberflache

Schrumpfung

Lyse

In den Abbildungen 43 und 44 sind HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit
Triton® X-100 abgebildet. Nach der Exposition mit Triton® X-100 ist neben dem Ablésen der
Zellen von der Oberflache vor allem die Schrumpfung des Zellkerns zu beobachten. Der sehr
gut sichtbare Zellkern ist deutlich segmentiert. Die Zellmembran erscheint, wie auch bei mit
Brij®78 inkubierten HaCaT-Zellen beobachtet, als Blase, die den geschrumpften Zellkern
enthalt. Nach 24-stiindiger Exposition sind vermehrt Zellfragmente vorhanden, was auf
Zelllyse hindeutet. Einige der Zellen weisen typische morphologische Veranderungen auf,

die auf Apoptose hindeuten.

U937-Zellen
An den U937-Zellen wurden nach der Exposition mit Triton® X-100 folgende Veranderungen
beobachtet:

Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht

Lyse

U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit Triton® X-100 zeigen die Abbildungen
45 und 46. Nach 24-stundiger Exposition sind, wie es auch bei den HaCaT-Zellen zu
beobachten war, vermehrt Zellfragmente vorhanden, was auf Zelllyse hindeutet. An U937-
Zellen sind die typischen morphologischen Veranderungen der Apoptose noch deutlicher
sichtbar. Es sind vor allem bei 16 bis 64 pg/ml nach 1-stiindiger und bei 16 bis 32 pg/ml nach
24-stundiger Exposition Ausstilpungen der Zellmembran zu erkennen, bei denen es sich um
apoptotische Korperchen handeln kdnnte, die von der sterbenden Zelle gebildet werden.
Eher nekrotisch verdndert sehen die Zellen nach 1-stindiger Exposition mit 128 pg/mi
Triton® X-100 aus. Hier erscheinen die Zellen im Durchmesser gréRer, also eher geschwollen
und abgeflacht. Die morphologischen Beobachtungen stimmen mit den Ergebnissen der
Apoptose-Untersuchungen Uberein.
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Abb. 43: HaCaT-Zellen nach 1-stindiger Exposition mit Triton® X-100 160fach vergroRert (oben links 32 pg/ml;
oben rechts 64 pg/ml; unten links 128 pg/ml; unten rechts 256 pg/ml)
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Abb. 44: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Triton® X-100 160fach vergréRert (oben links 32 pg/ml;
oben rechts 64 pug/ml; unten links 128 ug/ml; unten rechts 256 pg/ml)
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Abb. 45: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Triton® X-100 160fach vergroRRert (Phasenkontrast; oben
links 16 pg/ml; oben rechts 32 pg/ml; unten links 64 pg/ml; unten rechts 128 pg/ml)
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Abb. 46: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Triton® X-100 160fach vergréRert (Phasenkontrast; oben
links 16 pg/ml; oben rechts 32 pg/ml; unten links 64 pg/ml; unten rechts 128 pg/ml)
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4.1.3. Macrogolsorbitanfettsaureester - Polysorbat 80

Polysorbate sind Gemische von Partialestern des Sorbitols und seiner Anhydride mit ver-
schiedenen Fettsauren, copolymerisiert mit Ethylenoxid. Durch die Ethoxylierung werden die
Sorbitanfettsaureester (Spans) hydrophiler.

Polysorbat 80 ist der Ph. Eur.1997 offizinell. Die Darstellung erfolgt durch Veresterung von 1
mol Sorbitol mit 1 mol Olséure, wobei ein Gemisch von Sorbitanmonofettsdureestern ent-

steht, das mit etwa 20 mol Ethylenoxid pro mol Ester umgesetzt wird [109].

HO(CH,CH,0),, j(OCHZCHZ)ZOOH
o

CH—(OCH,CH,),,OH

CH,—(OCH,CH,),,0 —— C(CH,),CH=CH(CH,),CH,

Abb. 47: Strukturformel von Polysorbat 80

Der HLB-Wert von Polysorbat 80 liegt bei 15,0. Die molare Masse betragt ca. 1309,7. Der
pH-Wert liegt zwischen 5 und 7. Polysorbat 80 ist sehr leicht wasserloslich, |6slich in fetten
Olen, jedoch unléslich in Mineraltlen. Polysorbate werden sehr vielfltig in der Pharmazie
eingesezt, z.B. als Netzmittel, O/W-Emulgator, Losungsvermittler und zur Extraktion von
pflanzlichen Drogen. Polysorbat 80 ist dabei stabil gegeniber Elektrolyten, mit starken
Sauren und Basen erfolgt jedoch Verseifung. Polysorbate sind laut ABDA-Datenbank in Gber
1500 Arzneimitteln, als Hilfsstoffe enthalten. Darunter sind viele oral applizierbare Arznei-
formen wie Tabletten, Dragees, Kapseln und Lésungen, jedoch auch lokal anzuwendende
Arzneiformen wie Pflaster, Salben, Suppositorien, Gele, Vaginalcremes sowie Inhalationslo-
sungen. Polysorbate sind in Uber 23 Augentropfen, z.B. Isoptomax® und Livocab®, sowie in
Uber 130 Nasentropfen, z.B. Otriven® und Vividrin © enthalten. Auch fiir Parenteralia finden
Polysorbate Verwendung. Die ABDA-Datenbank nennt 75 Polysorbat-haltige Parenteralia, z.
B. Twinrix® und Begrivac®.

Die akute Toxizitat von Polysorbat 80 liegt bei 39 g/kg (LDso; Ratte, oral). Polysorbat 80 wird
als gut vertraglich fur Haut und Auge eingeschatzt [1, 79, 109].

Zytotoxizitat von Polysorbat 80

Die Ergebnisse von Polysorbat 80 im Zytotoxizitatstest mit EZ4U an HaCaT-Zellen und
U937-Zellen sind in der Abbildung 48 dargestellt.
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Die Zytotoxizitat von Polysorbat 80 an U937-Zellen nimmt nach 24 Stunden im Vergleich zur
1-stiindigen Exposition um das ca. 6fache zu. Gegeniber HaCaT-Zellen ist Polysorbat 80
nach 24 Stunden ca. 3fach toxischer als nach einer Stunde.

Nach 1-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 sind noch keine Unterschiede zwischen den
HaCaT- und den U937-Zellen festzustellen. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven verlaufen
annahernd gleich. Nach 24 Stunden sind jedoch deutliche Unterschiede in der Empfindlich-
keit der Zellen zu erkennen. Wéahrend 128 pg/ml an U937-Zellen schon 100% Zytotoxizitat
bewirkten, waren bei dieser Konzentration nur 60% der HaCaT-Zellen abgestorben. Bei 64

pg/ml waren Uber 70% der U937-Zellen, jedoch weniger als 30% der HaCaT-Zellen tot.
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Abb. 48: Zytotoxizitat von Polysorbat 80 an U937-Zellen (n = 15) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1 und 24-
stlindiger Exposition bei 37°C

Tabelle 13 zeigt die halbmaximale zytotoxische Konzentration an HaCaT- und U937-Zellen
nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80.

Tabelle 13: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Polysorbat 80

Exposition U937-Zellen [ug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h 279 (207-377) 302 (182-503)
24h 48,1 (41,3-55,8) 87,2 (58,9-129)
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Membrantoxizitat von Polysorbat 80

Die Abbildung 49 zeigt die durch Polysorbat 80 induzierte Arachidonsaure-Freisetzung.

Bei 24-stundiger Exposition der Zellen mit 2048 pg Poylsorbat 80 pro ml wurde die maximale
Arachidonsauremenge im Vergleich zur Positivkontrolle freigesetzt. Nach 1-stlindiger Exposi-
tion mit Polysorbat 80 wird keine maximale Arachidonsdure-Freisetzung erreicht. Bei 2048

pg/ml entspricht die Arachidonsaure-Freisetzung nur etwa 20% der Positivkontrolle.
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Abb. 49: [3H]Arachidonséure-Freisetzung durch Polysorbat 80 an U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposi-
tion bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Die Arachidonséaure-Freisetzung bei 4°C entspricht derjenigen bei 37°C. Die MTK-Werte von
Polysorbat 80 und die entsprechende Zytoxizitat bei der MTK sind in der Tabelle 14
dargestellt.

Tabelle 14: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von
Polysorbat 80

Exposition MTK [ug/ml] Zytotoxizitéat [%]
1h, 37°C 80,0 17,6
1h, 4°C 24,9 -

24h, 37°C 44.4 45,7

Wie bei Triton® X-100 ist auch bei Polysorbat 80 im Konzentrationsbereich der MTK sowohl

nach einer als auch nach 24 Stunden eine deutliche Zytotoxizitat festzustellen.
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Apoptose durch Polysorbat 80

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Polysorbat 80 wurde in Konzentrationen von 2 bis 1024 pg/ml auf seine Apoptose-induzie-
renden Eigenschaften hin untersucht. In der Abbildung 50 ist der Anreicherungsfaktor Histon-
assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stindiger Exposition mit

Polysorbat 80 dargestellt.
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Abb. 50: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-

stiindiger (rechts) Exposition mit Polysorbat 80

Polysorbat 80 fuhrte in der Konzentration 128 pg/ml nach 4 Stunden und in den Konzentra-
tion 40 und 80 pg/ml nach 20 Stunden zu einer deutlichen Erhéhung von intrazellularen
Histon-assoziiereten DNA-Fragmenten in U937-Zellen (AF: 2 bis 5). Im Konzentrations-
bereich von 2 bis 128 pg/ml nach 4 und bei der Konzentration 160 pg/ml nach 20 Stunden

Exposition sind die Anreicherungsfaktoren ebenfalls gré3er 1.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Polysorbat 80 wurde in den Konzentrationen 32, 64 und 128 pg/ml durchflusszytometrisch
nach Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf apoptotische Zellen hin untersucht. Bei einer
Konzentration von 64 pg/ml fuhrte Polysorbat 80 nach 4-stindiger Exposition zur Bildung
apoptotischer U937-Zellen.

Es entstand eine Zellpopulation, die sich im Ubergang von intakten zu friihapoptotischen
Zellen befand, also mit Annexin V allein oder ungeféarbt war. Diese Population wurde in sehr
unterschiedlicher Weise angefarbt, sodass sie wie zerstoben wirkt (Abb. 51). Eine zweite
kleinere Zellpopulation befindet sich im Quadranten oben rechts. Es kdnnte sich demnach

um spatapoptotische oder nekrotische Zellen handeln.
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Abb. 51: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit 64 pg Polysorbat 80 pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung

Nach 4-stiindiger Exposition mit 128 pg/ml entstand eine Zellpopulation, die zwischen den
beiden linken Quadranten liegt, die Zellen wurden hier in unterschiedlichem Ausmal3 mit
Propidiumiodid, jedoch nur wenig mit Annexin V geféarbt. Es bildete sich eine Zellpopulation,
bei der sich die Zellen im Ubergang von intakten zu nekrotischen Zellen befanden. Bei dieser
hoheren Konzentration steht demnach als Art des Zelltodes die Nekrose im Vordergrund
(Abb. 52).
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Abb. 52: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit 128 pg Polysorbat 80 pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung
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Die Tabelle 15 fasst die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zusam-

men. Vermehrt vorkommende friihapoptotische Zellen sind fettgedruckt.

Tabelle 15: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach 4-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 im Vergleich zur Zellkontrolle b

Konzentration 32 pg/ml Polysorbat 80
U937-Zellen [%] ZKb
primar nekrotisch 3,62 19,9
nekrotisch / spatapoptotisch 17,7 4,20
frihapoptotisch 1,96 0,70
unverandert 76,7 75,2

Konzentration 64 pg/ml Polysorbat 80
U937-Zellen [%)] ZKb
primar nekrotisch 0,60 19,9
nekrotisch / spatapoptotisch 28,1 4,20
frihapoptotisch 31,6 0,70
unverandert 39,7 75,2

Konzentration 128 pg/ml Polysorbat 80
U937-Zellen [%)] ZKb
primar nekrotisch 30,3 19,9
nekrotisch / spatapoptotisch 18,3 4,20
frGhapoptotisch 0,76 0,70
unverandert 50,7 75,2
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Morphologische Veranderungen durch Polysorbat 80

HaCaT-Zellen
Folgende Veranderungen an den HaCaT-Zellen wurden nach der Exposition mit Polysorbat
80 festgestellt:

Abrundung

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Schrumpfung

Lyse

In den Abbildungen 53 und 54 sind HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit
Polysorbat 80 abgebildet. Auch bei Polysorbat 80 ist die deutliche Zellveranderung, wie sie
bei Brij®78 und Triton® X-100 beobachtet wurde, zu erkennen. Nach 1-stiindiger Exposition
erscheint die Zellmembran als Blase, die den geschrumpften Zellkern enthélt. Dies ist
oberhalb 1024 pg/ml bei fast allen Zellen der Fall. Nach 24-stindiger Expostition mit 512
pg/ml wirkt der Zellinhalt wie granuliert. Bei den sehr gleichférmig beschaffenen
Zellfragmenten konnte es sich um apoptotische Korperchen handeln. Bei 1024 pg/ml nach
24 Stunden scheint aul3erdem die Integritat der Zellwand nicht mehr gegeben zu sein. Die

Zellen sehen aus, als ob sie ineinander flieRen.

U937-Zellen
An den U937-Zellen wurden nach der Exposition mit Polysorbat 80 folgende Veranderungen
beobachtet:

Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht

Lyse

Die Abbildungen 55 und 56 zeigen U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Inkubation mit
Polysorbat 80. Nach 1-stindiger Exposition sind an den U937-Zellen nur geringe
Veranderungen zu erkennen. Nach 24 Stunden Exposition mit 64 und 128 pg/ml sind mehr
Zellfragmente vorhanden als bei unbehandelten Zellen. Das deutet auf eine gering erhdhte
Zelllyse hin, die eventuell durch Apoptose verursacht wurde. Die Zellveranderungen, die
nach 24-stindiger Exposition mit Konzentrationen ab 512 pug/ml beobachtet wurden, &hneln
mehr einer Nekrose. Bei 512 pg/ml sind zwei Zellpopulationen sichtbar. Ein Teil der Zellen ist
geschrumpft und erscheint flachgedriickt, die andere Zellpopulation befindet sich im
Ubergang von AuRerlich nahezu intakten Zellen zu geschrumpften Zellen. Bei 1024 ug/ml ist

nur noch eine Zellpopulation mit voéllig zerstérten Zellen vorhanden.
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Abb. 53: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 160fach vergrof3ert (oben links 256 pg/ml;

unten rechts 2048 pg/ml)

oben rechts 512 pg/ml; unten links 1024 pg/ml;
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Abb. 54: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 160fach vergréRert (oben links 128 pg/ml;
oben rechts 256 pg/ml; unten links 512 pg/ml; unten rechts 1024 pg/ml)
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Abb. 55: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 160fach vergréRert (oben links 128 pg/ml;
oben rechts 256 pg/ml; unten links 512 pg/ml; unten rechts 1024 pg/ml)
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Abb. 56: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 160fach vergroRert (oben links 64 pg/ml;
oben rechts 128 pg/ml; unten links 512 pg/ml; unten rechts 1024 pg/ml)
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4.1.4. Macrogolglycerolricinoleat — Cremophor® EL

Macrogolglycerolricinoleat ist im Europaischen Arzneibuch offizinell. Es ist unter dem
Handelsnamen Cremophor® EL bekannt und stellt ein komplexes Reaktionsgemisch aus 1
Mol Rizinuséol und 35 Mol Ethylenoxid dar. Es enthalt hauptsachlich ethoxyliertes Glycerol-
ricinoleat. AuRerdem sind Macrogolricinoleat und entsprechende freie Glykole enthalten
[109]. Die einzelnen Bestandteile von Cremophor® EL sind in der Tabelle 16 aufgelistet [138,
163]. Die prozentualen Angaben gehen auf Miller zuriick [163]. Sind keine prozentualen
Angaben angegeben, ist der Anteil am Gesamtprodukt nicht bekannt.

Tabelle 16: Zusammensetzung von Cremophor® EL [138, 163]

Hydrophobe Bestandteile (ca. 83%) Hydrophile Bestandteile (ca. 17%)

Ester aus Rizinolsaure und Glycerolpolyoxy- | Glycerolpolyoxyethylenether (10%)
ethylenethern (Hauptbestanteil; Abb. 57)

Ester aus Rizinolsdure und Polyoxyethylen Polyoxyethylen (7%)

Rizinolsaurehaltige Verbindungen mit in
geringem Umfang oxyethylierten sekundaren

Hydroxylgruppen

Diester aus Ricinolsaure und Polyoxyethylen
sowie hohere Ester, bei denen weitere
Hydroxylgruppen mit Rizinolsdure verestert
sind

Ester aus Olsaure und Polyoxyethylen (ca.
5%)

Rizinusol (ca. 3%)

Die Reinheit von Cremophor® EL wird mit 98% angegeben. Der pH-Wert der 10%igen
Lésung liegt zwischen 6 und 8. Cremophor® EL ist leicht wasserléslich und bestandig gegen
Elektrolyte, die in nicht zu hoher Konzentration vorliegen. Sein HLB-Wert liegt zwischen 12
und 14.

O
H2C—O—(C2H4O)n— C2H4—O—“— R R=Rizinolsaure
O
n=11-12
HC— 0 —(C,H,0)~ CH,—O0— —R
H,C — O —(C,H,0)—C,H,— O ——r

Abb. 57: Strukturformel des Hauptbestandteils von Cremophor® EL

71



4. Ergebnisse

Die Hautvertraglichkeit von Cremophor® EL gilt als gut. Am Kaninchenauge werden 30%ige
Losungen reizlos vertragen. Die LDs, wird mit >6,4 ml/kg (Ratte, oral) angegeben [79].
Cremophor® EL wird vielseitig in der Pharmazie eingesetzt, als Solubilisator und Emulgator,
als Losungsvermittler fir atherische Ole, fettlosliche Vitamine und andere hydrophobe Stoffe
[79]. Da Cremophor® EL keine Hamolyse verursacht, ist es auRer fiir oral und topisch zu
applizierenden Arzneimittel, auch als Emulgator fir parenterale Arzneiformen geeignet [172].
Parenteral eingesetzt kann es jedoch einige unerwtinschte Wirkungen verursachen [66]. Bei
langerer Infusion kann es z.B. zu einer Verschiebung des Lipoproteinmusters und zu einer
Beeintrachtigung der FlieReigenschaften des Blutes kommen [10, 13]. Cremophor® EL weist
spezielle hdmodynamische Effekte auf, die einige unerwiinschte Wirkungen wie z.B. die
renale Toxizitéat erklaren [33]. Auch sind bei parenteraler Applikation allergische Reaktionen
beschrieben worden, die im Zusammenhang mit Cremophor® EL stehen, wie z.B.
anaphylaktische Reaktionen [71, 115, 216] und Veranderungen der Komplementreaktionen
[118].

Cremophor® EL ist in mindestens 70 deutschen Fertigarzneimitteln, z.B. in Badern, Salben,
Kapseln, Loésungen, Gels und Augentropfen, als Hilfsstoff enthalten [1]. Die ABDA
Datenbank nennt 6 Parenteralia mit Cremophor® EL z.B. Taxol® Infusionslésungskonzentrat
Ampullen, Phytomenadion-Rotexmedica® Ampullen, Trinitrosan® Ampullen.

Von Cremophor® EL wurden zusétzlich zu dem handelsiiblichen Produkt zwei Fraktionen des
komplexen Gemisches untersucht. Die Fraktionen wurden vom Institut fir Pharmazeutische
Chemie der Universitéat Freiburg i.Br. erhalten. Die Separation des Cremophor® EL erfolgte
mit Amberlite IRC 50 (ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland), einem synthe-
tischen Kationen-Austauscher-Harz. Es wurden 2 Fraktionen gewonnen, eine Aqua-Fraktion,
die ca. 30%, und eine Methanol-Fraktion, die ca. 70% des Gesamtgemisches darstellen.
Untersuchungen mit DE-MALDI-TOF-Massenspektroskopie ergaben, dass die Aqua-Fraktion
hauptsachlich aus hydrophoben Bestandteilen besteht und die Methanol-Fraktion neben

hydrophoben vor allem auch die hydrophilen Komponenten des Cremophor® EL umfasst.

Zytotoxizitat von Cremophor® EL und seinen zwei Fraktionen

Die im Zytotoxizitatstest mit EZ4U erzielten Ergebnisse von Cremophor® EL an HaCaT- und
U937-Zellen gibt die Abbildung 58 wieder.

Die Zytotoxizitat von Cremophor® EL ist nach 1-stiindiger Exposition noch sehr gering. Bei
U937-Zellen sind 300 mg/ml nétig, um 90% Zytotoxizitat zu erreichen. Auch bei HaCaT-
Zellen waren nach 1-stiindiger Exposition erst oberhalb 300 mg/ml 90% der Zellen tot. In
einem Konzentrationsbereich zwischen 1 und 100 mg Cremophor® EL pro ml liegt die

Zytotoxiziat bei den HaCaT-Zellen zwischen 50 und 70%.
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Abb. 58: Zytotoxizitat von Cremophor® EL an U937-Zellen (n = 15) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1- und 24-
stlindiger Exposition bei 37°C

Die Zunahme der Zytotoxizitdt mit der Expositionszeit ist bei keiner der getesteten
Substanzen so deutlich wie bei Cremophor® EL. Nach 24 Stunden ist Cremophor® EL fiir
U937-Zellen 1000mal toxischer als nach 1 Stunde. An HaCaT-Zellen nimmt die Zytotoxizitat
nach 24 Stunden Exposition um den Faktor 46 zu.

Im Gegensatz zu den meisten anderen Tensiden weist Cremophor® EL zumindest nach 1-
stindiger Exposition gegeniiber HaCaT-Zellen eine grof3ere Zytotoxizitat auf als gegentber
U937-Zellen. Nach 24 Stunden gleicht sich dieser Unterschied jedoch teilweise aus. Bei 24-
stiindiger Exposition verursacht Cremophor® EL in Konzentrationen tber 30 pg/ml an
HaCaT-Zellen bereits eine geringe Zytotoxizitat (>10%), wéahrend U937-Zellen Cremophor®
EL bis 80 pg/ml tolerierten. Eine 100%ige Zytotoxizitat ist bei U937-Zellen bereits bei
Konzentrationen ab 400 pg/ml, bei HaCaT Zellen erst ab 2000 pg/ml, festzustellen. Da sich
die Konzentrations-Wirkungs-Kurven im Bereich der halbmaximalen zytotoxischen Konzen-
trationen (CCso) schneiden, sind diese annahernd gleich. Die CCso-Werte von Cremophor®
EL an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition sind in Tabelle 17
dargestellt.

In den Abbildungen 59 und 60 ist die Zytotoxizitat der beiden Cremophor® EL-Fraktionen der
Zytotoxizitdt von unfraktioniertem Cremophor® EL an HaCaT-Zellen und an U937-Zellen

nach 24-stiindiger Exposition gegenubergestellt.
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Abb. 59: Zytotoxizitat der Cremophor® EL-Fraktionen (n = 16) im Vergleich zu unfraktioniertem Cremophor® EL an
HaCaT-Zellen (n = 15) nach 24 Stunden Exposition bei 37°C
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Abb. 60: Zytotoxizitat der Cremophor® EL-Fraktionen (n = 14) im Vergleich zu unfraktioniertem Cremophor® EL an
U937-Zellen (n = 15) nach 24 Stunden Exposition bei 37°C
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Die Aqua-Fraktion weist die geringste Zytotoxizitat auf, sowohl gegeniber HaCaT- als auch
gegeniber U937-Zellen. An HaCaT-Zellen ist die Aqua-Fraktion etwas weniger, die
Methanol-Fraktion etwas starker zytotoxisch als unfraktioniertes Cremophor® EL.

An U937-Zellen (iberschreitet die Zytotoxizitdt des unfraktionierten Cremophor® EL die
Zytotoxizitat der beiden Fraktionen. Dieser Effekt ist Uberadditiv. Die halbmaximale zyto-
toxische Konzentration enthalt 48 pug Aqua-Fraktion und 112 pg Methanol-Fraktion pro ml.
Bei diesen Konzentrationen weisen die entsprechenden Fraktionen 4,1% und 30,9% Zyto-
toxizitat auf. In der Summe, was einem additiven Effekt entsprache, sind es also nur 35%,
statt 50% Zytototxizitit. Die CCso-Werte der Cremophor® EL-Fraktionen sind ebenfalls in der
Tabelle 17 aufgefihrt.

Tabelle 17: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCs,) von Cremophor® EL und seinen

Fraktionen
Exposition U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h (unfraktioniert) 159000 (116000-217000) 7100 (4010-12600)
24h (unfraktioniert) 160 (135-191) 153 (107-218)
24h (Aqua-Fraktion) 492 (213-1140) 180 (109-296)
24h (MeOH-Fraktion) 172 (110-271) 111 (78,5-157)

Fur einem Konzentrationsbereich, der nur relativ geringe zytotoxische Effekte verursachte,
wurde untersucht, wie sich HaCaT-Zellen nach Entfernung des Cremophor® EL verhalten. Es
ware moglich, dass sich die Zellen wieder vollstdndig regenerieren, dass sich die Zellen nicht

verandern oder, dass die toxische Wirkung des Cremophor® EL anhalt.
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Abb. 61: Zytotoxizitat von Cremophor® EL an HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition und weiterer Inkubation
fur insgesamt 24 Stunden im Vergleich zur Zytotoxizitat unmittelbar nach 1-stiindiger Exposition (n = 5)
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Die Zellen wurden fiir diese Untersuchungen nach 1-stiindiger Exposition mit Cremophor®
EL gewaschen und fir insgesamt 24 Stunden weiter inkubiert und schlie3lich mit EZ4U auf
Zytotoxizitat getestet.

Die Abbildung 61 zeigt die Zytotoxizitat von Cremophor® EL an HaCaT-Zellen nach 1-stiindi-
ger Exposition und weiterer Inkubation der Zellen auf der Mikrotiterplatte Uber insgesamt 24
Stunden. Die Zytotoxizitat von Cremophor® EL ist nach 24 Stunden etwas verringert. In der
Konzentration von 16 mg/ml ist sie von 30% auf 20% gesunken. Die Zellen scheinen sich
geringfiigig zu regenerieren. Dieser Regenerationseffekt ist jedoch nicht fir jede Konzentra-
tion signifikant. Eine anhaltende zytotoxische Wirkung des Cremophor® EL nach seiner

Entfernung ist jedoch ausgeschlossen.

Membrantoxizitat von Cremophor® EL und seinen zwei Fraktionen

Die durch Cremophor® EL ausgeldste Arachidonséure-Freisetzung zeigen die Abbildungen
62 und 63.

8
E 7
g_ B 1h Exposition, 4°C
© 6 —
8 @ 1h Exposition, 37°C
o
= 5
o
S 4
N
O
©o 3
et
=2
<
<
T 1
S m om0 B B

0 - i i i i i i i i

5 10 20 40 80 160 32

0

Leerwert 2,5

Konzentration [mg/ml]

Abb. 62: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Cremophor® EL an U937-Zellen nach 1 Stunde Exposition bei
4°C (n=9) und 37°C (n = 12)

Die Arachidonséaure-Freisetzung nach 1-stiindiger Exposition ist sehr gering. Es wurden sehr
hohe Konzentrationen (>10 mg/ml) an Cremophor® EL benétigt, um eine minimale Erhéhung
der [*H]JArachidonséure-Freisetzung gegeniiber dem Leerwert zu erzielen. Die Arachidon-
saure-Freisetzung bei 4°C ist geringer als bei 37°C, jedoch nicht signifikant (Abb. 62). Die
MTK bei 4°C ist allerdings deutlich gré3er als bei 37°C (Tab. 18).
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4. Ergebnisse

Nach 24 Stunden Exposition wurde eine hohere, jedoch in den getesteten Konzentrationen
nicht maximale, Arachidonsaure-Freisetzung erreicht. Die hdchste Arachidonséure-Frei-
setzung, die erreicht wurde, entspricht nur etwa 1/3 der Positivkontrolle. Die Methanol-
Fraktion bewirkt in etwa die gleiche Arachidonsaure-Freisetzung wie unfraktioniertes
Cremophor® EL. Die Aqua-Fraktion hingegen ist weniger membrantoxisch (Abb.63). Dies ist
auch an den MTK-Werten des Cremophor® EL und seiner beiden Fraktionen ersichtlich (Tab.
18).
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Abb. 63: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Cremophor® EL und 2 Cremophor® EL-Fraktionen an U937-
Zellen nach 24 Stunden Exposition bei 37°C (n = 12)

Tabelle 18: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitat bei der MTK von Cremo-

phor® EL und seinen Fraktionen

Exposition MTK [pug/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C (unfraktioniert) 20300 0
1h, 4°C (unfraktioniert) 79200 -
24h (unfraktioniert) 137 42,1
24h (Aqua-Fraktion) 634 54,1
24h (MeOH-Fraktion) 220 57,8

Wahrend nach 1-stiindiger Exposition im Konzentrationsbereich der MTK noch keine
Zytotoxizitat verursacht wird, ist nach 24 Stunden bei Cremophor® EL und seinen beiden

Fraktionen deutliche Zytotoxizitat festzustellen.
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4. Ergebnisse

Apoptose durch Cremophor® EL und seine zwei Fraktionen

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Cremophor® EL wurde in Konzentrationen von 0,001 bis 160 mg/ml auf seine Apoptose-
induzierenden Eigenschaften hin untersucht. Die beiden Fraktionen wurden in einem
Konzentrationsbereich von 0,016 bis 40 mg/ml getestet. Die Abbildungen 64 bis 66 geben
den Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-
stiindiger Exposition mit Cremophor® EL und seinen beiden Fraktionen an.
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Abb. 64: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-
stiindiger (rechts) Exposition mit Cremophor® EL (unfraktioniert)

Bei unfraktioniertem Cremophor® EL konnte sowohl nach 4 als auch nach 20 Stunden eine
deutliche Erhéhung von intrazellularen Histon-assoziiereten DNA-Fragmenten in U937-Zel-
len nachgewiesen werden (nach 4 Stunden im Konzentrationsbereich von 1 bis 160 mg/ml
AF: 3 bis 13; nach 20 Stunden im Konzentrationsbereich von 0,1 bis 5 mg/ml AF: 2 bis 3).
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Abb. 65: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-

stiindiger (rechts) Exposition mit der Aqua-Fraktion des Cremophor® EL

Fur die Aqua-Fraktion konnte in den getesteten Konzentrationen nach 4 Stunden keine und
nach 20 Stunden nur bei 0,3 mg/ml eine leichte Erh6hung der Histon-assoziiereten DNA-

Fragmente (AF = 1,3) nachgewiesen werden.
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Abb. 66: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-
stiindiger (rechts) Exposition mit der Methanol-Fraktion des Cremophor® EL

Die Methanol-Fraktion verursachte nach 4 Stunden in den Konzentrationen 0,3 und 1,25
mg/ml eine deutliche (AF: 5 bis 7) nach 20 Stunden bei 0,16 mg/ml eine geringe (AF = 1,8)

Erh6hung der intrazellularen Histon-assoziiereten DNA-Fragmente.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Cremophor® EL wurde in seiner nativen, unfraktionierten Form in den Konzentrationen 0,125;
1,25; 5 und 20 mg/ml durchflusszytometrisch mit der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf
apoptotische Zellen hin untersucht.

Die typische Art des Zelltodes, der durch Cremophor® EL ausgeldst wird, ist die Apoptose.
Bei 5 und 20 mg/ml konnten nach 4 bzw. 20 Stunden Exposition erh6hte Mengen friihapop-
totischer, nur mit Annexin V gefarbter Zellen nachgewiesen werden. Bei 1,25 pg/ml waren
erst nach 44-stindiger Exposition friihapoptotische Zellen vorhanden, nach 20-stindiger
Exposition sind Uberwiegend spatapoptotische Zellen bestimmt worden (Tab. 19).

In den Abbildungen 67 bis 69 ist deutlich zu erkennen, dass die Apoptose die hauptsachliche
Ursache des Zellsterbens ist. In den Dotplots ist eine neu entstandene Zellpopulation zu
sehen, die sich in den beiden rechten Quadranten befindet, also Gberwiegend mit Annexin V
gefarbte Zellen umfasst. Es handelt sich um friih- und spétapoptotische Zellen. Lediglich bei
20-stundiger Exposition mit 20 mg/ml sind auch einige Zellen (<10%) mit Propidiumiodid
allein gefarbt, also nekrotisch veréndert.

In der Abbildung 69 sind die Dotplots nach Exposition mit 5 mg Cremophor® EL pro ml
dargestellt. Typisch fir die kirzere Expositionszeit (4 Stunden) ist, dass die Zellpopulation
zerstoben wirkt, die Zellen also in sehr unterschiedlichem Ausmal angefarbt wurden. Nach
20 Stunden ist die Zellpopulation wieder relativ kompakt und liegt in den beiden rechten

Quadranten.

79



4. Ergebnisse

0%

107

Propidium lodide
107

101

o
=
—

10 10 102 10 10
Arnexzin FITC

Abb. 67: Dotplot der U937-Zellen nach 44-stiindiger Exposition mit 1,25 mg Cremophor® EL pro ml und Annexin-
V-Propidiumiodid-Farbung
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Abb. 68: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stiindiger Exposition mit 20 mg Cremophor® EL pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung
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Abb. 69: Dotplot der U937-Zellen nach Exposition mit 5 mg Cremophor® EL pro ml und Annexin-V-Propidium-
iodid-Farbung (links 4 Stunden, rechts 20 Stunden Exposition)
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In der Tabelle 19 sind die Ergebnisse der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung zusammen-

gefasst. Eine erhéhte Anzahl frihapoptotischer Zellen ist fett gedruckt.

Tabelle 19: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Cremophor® EL im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h 44 h
Konzentration 1,25 mg/ml Cremophor® EL
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primar nekrotisch 0,44 0,24 0,26 0,58
nekrotisch / spatapoptotisch 91,9 7,14 58,6 9,08
frhapoptotisch 4,56 2,68 37,7 10,4
unverandert 3,06 89,9 3,38 80,2
Konzentration 5 mg/ml Cremophor® EL
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primér nekrotisch 3,48 1,42 0,10 0,24
nekrotisch / spatapoptotisch 13,2 8,78 75,5 7,14
frihapoptotisch 10,9 5,30 24,1 2,68
unverandert 72,4 84,5 0,30 89,9
Konzentration 20 mg/ml Cremophor® EL
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 7,70 0,28 3,34 0,24
nekrotisch / spatapoptotisch 26,2 14,7 73,6 7,14
frhapoptotisch 9,12 11,5 211 2,68
unverandert 57,0 73,5 2,02 89,9

Apoptose findet bei Cremophor® EL vor allem nach langerer Exposition, nach 20 Stunden,
statt. Diese Ergebnisse stimmen mit denen des Zytotoxizitatstest mit EZ4U Uberein, bei dem
auch eine sehr starke Zunahme der Zytotoxizitdt mit der Expositionszeit nachgewiesen
wurde.

Es wurden die Konzentrationen 1,25 und 5 mg/ml Cremophor® EL ausgewéhlt, um die
Wirkung der einzelnen Fraktionen auf die U937-Zellen zu untersuchen. In diesen Konzentra-
tionen ist bei unfraktioniertem Cremophor® EL nur Apoptose, jedoch keine Nekrose beobach-
tet worden. Die Fraktionen des Cremophor® EL wurden in Konzentrationen getestet, die
ihrem Anteil am Gesamtgemisch entsprachen. Von der Aqua-Fraktion wurden 30% und von
der Methanol-Fraktion jeweils 70% der Konzentration des unfraktionierten Cremophor® EL

untersucht.
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Abb. 70: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit den Fraktionen des Cremophor® EL (oben
Aqua-Fraktion: links 0,375, rechts 1,5 mg/ml; unten Methanol-Fraktion: links 0,875, rechts 3,5 mg/ml)

Beide Fraktionen des Cremophor® EL verursachen Apoptose. Bei 4-stiindiger Exposition
sind fur beide Fraktionen bereits frihapoptotische Zellen nachweisbar gewesen, was bei
unfraktioniertem Cremophor® EL nicht der Fall war. Erst nach 20-stiindiger Exposition
entstanden durch das Gesamtgemisch eine hohere Anzahl apoptotischer Zellen (Tab. 19
und 20).

Wie aus der Abbildung 70 deutlich wird, wurde nach 4-stindiger Exposition mit beiden
Fraktionen, wie auch bei unfraktioniertem Cremophor® EL, die Zellpopulation in sehr
unterschiedlichem Ausmald angefarbt, sodass sie wie zerstoben wirkt. Es entstanden durch
beide Fraktionen vermehrt sowohl frih- als auch spatapoptotische Zellen, die sich in den

beiden rechten Quadranten des Dotplots befinden.
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Abb. 71: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stiindiger Exposition mit den Fraktionen des Cremophor® EL (oben
Aqua-Fraktion: links 0,375, rechts 1,5 mg/ml; unten Methanol-Fraktion: links 0,875, rechts 3,5 mg/ml)

Nach 20-stuindiger Exposition verhalten sich die beiden Fraktionen ebenfalls wie das
unfraktionierte Cremophor® EL. Die neuentstandene Zellpopulation ist kompakter als nach 4-
stundiger Exposition und enthalt frih- und spatapoptotische Zellen. Bei beiden untersuchten
Konzentrationen umfasst diese Zellpopulation jedoch wesentlich weniger Zellen nach
Exposition mit der Aqua-Fraktion. Das bestatigt die im Zytotoxizitatstest und im AART

ermittelte verringerte Toxizitat der Aqua-Fraktion gegeniiber der Methanol-Fraktion.

Tabelle 20 fasst die Ergebnisse der Untersuchungen der Cremophor® EL-Fraktionen

zusammen. Eine erhdhte Anzahl frhapoptotischer Zellen ist fettgedruckt.
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Tabelle 20: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Cremophor® EL-Fraktionen

Konzentration [mg/ml] Aqua-Fraktion (0,375) Methanol-Fraktion (0,875)
Exposition 4 h
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primér nekrotisch 1,14 1,42 2,42 1,42
nekrotisch / spatapoptotisch 29,9 8,78 9,50 8,78
frhapoptotisch 8,40 5,30 13,4 5,30
unverandert 60,5 84,5 74,7 84,5
Exposition 20 h
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 0,84 0,90 5,66 0,90
nekrotisch / spatapoptotisch 18,9 22,1 77,4 22,1
frhapoptotisch 54 10,5 13,2 10,5
unverandert 74,8 66,5 3,76 66,5
Konzentration [mg/ml] Aqua-Fraktion (1,5) Methanol-Fraktion (3,5)
Exposition 4 h
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 0,46 1,42 5,10 1,42
nekrotisch / spatapoptotisch 26,4 8,78 16,3 8,78
frhapoptotisch 11,3 5,30 5,62 5,30
unverandert 61,8 84,5 72,9 84,5
Exposition 20 h
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 4,88 0,90 0,40 0,90
nekrotisch / spatapoptotisch 55,2 22,1 41,9 22,1
frihapoptotisch 6,28 10,5 56,2 10,5
unverandert 33,6 66,5 1,20 66,5
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Morphologische Veranderungen durch Cremophor® EL und seine zwei Fraktionen

HaCaT-Zellen
Folgende Veranderungen wurden an den HaCaT-Zellen nach der Exposition mit Cremophor®
EL und seinen beiden Fraktionen festgestellt:

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Abrundung

Schrumpfung

In den Abbildungen 72 und 73 sind HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition mit
Cremophor® EL abgebildet. Bei 1-stiindiger Exposition ist vor allem die Schrumpfung des
Zytoplasmas zu beobachten, wahrend die Zellmembran selbst eher anschwillt. Sie bleibt an
der Plattenoberflache haften. Bei 320 mg/ml 16st sie sich auf. Bei 24-stindiger Exposition
schrumpft die komplette Zelle. Sie ballt sich zusammen und erscheint kleiner und
abgerundet. Die Zellmembran 16st sich von der Oberfliche ab. Der Zellkern ist etwas
segmentiert.

Die Abbildung 74 zeigt die Veranderungen der HaCaT-Zellen durch die Fraktionen des
Cremophor® EL. Die Veranderungen durch die Methanol-Fraktion gleichen denen, die durch
das Gesamtgemisch verursacht werden. Die Aqua-Fraktion bewirkt erst in hoheren
Konzentrationen morphologische Veranderungen an den HaCaT-Zellen. Diese
unterscheiden sich jedoch von den durch die Methanol-Fraktion bzw. das Gesamtgemisch
verursachten Zellveranderungen. Die Zellmembran erscheint, wie auch bei Triton® X-100 und
anderen Tensiden beobachtet, als Blase, die den geschrumpften Zellkern enthalt.

Zelllyse wurde an den HaCaT-Zellen bei den untersuchten Konzentrationen des Cremophor®
EL nicht beobachtet.
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Abb. 72: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Cremophor® EL 160fach vergréRert (oben links 40 mg/ml;
oben rechts 80 mg/ml; unten links 160 mg/ml; unten rechts 320 mg/ml)
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Abb. 73: HaCaT-Zellen nach 24-stindiger Exposition mit Cremophor® EL 160fach vergroRert (oben links 128
pg/ml; oben rechts 256 pg/ml; unten links 512 pg/ml; unten rechts 1024 pg/ml)
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s

Abb. 74: HaCaT-Zellen nach 24-stindiger Exposition mit den Cremoph0r® EL-Fraktionen 160fach vergréRert
(oben Methanol-Fraktion: links 512 pg/ml; rechts 1024 pg/ml; unten Aqua-Fraktion: links 2048 pg/mil;
rechts 4096 pg/ml)
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U937-Zellen
Nach 1-stiindiger Exposition mit Cremophor® EL wurden folgende Veranderungen an den
U937-Zellen registriert:

Schrumpfung

Zellen erscheinen kleiner, aber rund

Nach 24-stuindiger Exposition waren an U937-Zellen folgende Veranderungen zu beobach-
ten:

Schrumpfung

Lyse

Die Abbildungen 75 und 76 zeigen U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit
Cremophor® EL. Nach 1-stiindiger Exposition erscheinen die Zellen in ihrer Form
unveréndert, jedoch bei 160 und 320 mg/ml stark verkleinert. Zelllyse ist nicht zu
beobachten.

Im Gegensatz dazu sind nach 24 Stunden vermehrt Zellfragmente vorhanden. Bei 256 und
512 pg/ml sind deutlich zwei unterschiedliche Zellpopulationen zu erkennen. Eine umfasst
unveranderte Zellen. Die andere Population enthalt geschrumpfte Zellen, die typische
Ausstllpungen der Zellmembran bilden, bei denen es sich wahrscheinlich um apoptotische
Korperchen handelt. Bei 1024 pg/ml sind nur noch diese geschrumpften Zellen und
Zellfragmente vorhanden. Die morphologischen Beobachtungen stimmen sehr gut mit denen
der durchflusszytometrischen Untersuchungen Uberein. Hier waren nach 20-stindiger
Exposition mit 1250 pg/ml 91% apoptotische Zellen vorhanden.

Die Abbildung 77 zeigt die Verdnderungen der U937-Zellen durch die Fraktionen des
Cremophor® EL. Die Veranderungen durch die Methanol-Fraktion und die Aqua-Fraktion
gleichen denen, die durch das Gesamtgemisch verursacht werden. Die Aqua-Fraktion

bewirkt jedoch erst in h6heren Konzentrationen morphologische Veranderungen.
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Abb. 75: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Cremophor® EL 160fach vergréRert (oben links 40 mg/ml;

oben rechts 80 mg/ml; unten links 160 mg/ml; unten rechts 320 mg/ml)
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Abb. 76: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Cremophor® EL 160fach vergréRert (oben links 128 p
oben rechts 256 pg/ml; unten links 512 pg/ml; unten rechts 1024 pg/ml)
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Abb. 77: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit den Cremophor® EL-Fraktionen 160fach vergréRert (oben

Methanol-Fraktion: links 256 pg/ml; rechts 1024 pg/ml; unten Aqua-Fraktion: links 1024 pg/ml; rechts
2048 pg/ml)
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4.1.5. Poloxamer® 188

Poloxamer® 188, das im DAC 97 offizinell ist, stellt ein Polyethylenglykol-Polypropylenglykol-
Blockpolymer dar. Es handelt sich um ein Gemisch von Polymeren, dass durch Ethoxy-
lierung von Polypropylenglykol mit einem durchschnittichen Molekulargewicht von 1800
gewonnen wird. Der Polyethylenglycolanteil betragt 81%, der Anteil an Polypropylenglykol
19%. Die relative Molekilmasse liegt zwischen 7500 und 10200 im Durchschnitt bei 8600.

CH

|
HO(— CH,- CH,- 0),— (CH, " CH - O),~ (CH,-CH,-O}H

3

Abb. 78: Strukturformel von Poloxamer® 188

Poloxamer® 188 ist hygroskopisch und leicht wasserléslich, der pH-Wert liegt zwischen 6,0
und 7,5 und der HLB-Wert betragt 29.

Der nichtionogene Emulgator Poloxamer® 188 wird unter anderem zur Lésungsvermittlung
hydrophober Stoffe und zur Stabilisierung von Suspensionen verwendet. Er ist fur orale,
topische und parenterale Arzneiformen geeignet. Poloxamer® 188 wird auch zur
Verbesserung der Bioverfugbarkeit von flissigen Zubereitungen eingesetzt.

Laut ABDA-Datenbank enthalten tUber 40 Fertigarzneimittel, vor allem Tabletten, Kapseln,
Salben, Suspensionen und Gele, Poloxamer® 188. Es ist z.B. Bestandteil von Benzaknen®

Gel, Roxigriin® Filmtabletten, Lariam® Tabletten und Aprovel® Tabletten [1, 2, 20].

Zytotoxizitat von Poloxamer® 188

Ergebnisse von Poloxamer® 188 im Zytotoxizitatstest mit EZ4U an HaCaT-Zellen und an
U937-Zellen sind in der Abbildung 79 dargestellt.

Die durch Poloxamer®188 verursachte Zytotoxizitét ist sehr gering, sie nimmt jedoch wie bei
den anderen getesteten Tensiden mit der Expositionszeit zu. Nach 1-stindiger Exposition ist
die Zytotoxizitat bei Konzentrationen unterhalb 40 mg/ml nicht gréRer als 10%. Mehr als 10
mg/ml sind ndtig um nach 24 Stunden eine Zytotoxizitat (> 10%) festzustellen. Die Zunahme
der Zytotoxizitat von Poloxamer® 188 mit der Expositionszeit ist an U937-Zellen 4fach und
an HaCaT-Zellen 3fach. In Gegensatz dazu war Cremophor® EL, obwohl nach 1 Stunde
ebenso gering toxisch wie Poloxamer® 188, nach 24 Stunden 50 bis 1000 mal zytotoxischer.
Bei 1-stundiger Exposition von HaCaT-Zellen waren etwas hohere Konzentrationen (>80
mg/ml) nétig um eine Zytotoxizitat zu verursachen als bei U937-Zellen (>50 mg/ml).
Oberhalb von 50% Zytotoxizitat gleichen sich die Unterschiede in der Empfindlichkeit der

beiden Zellarten jedoch aus. Bei 24-stiindiger Exposition schneiden sich die Konzentrations-
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Wirkungs-Kurven bei 20 mg/ml. Diese Konzentration verursachte an beiden Zelllinien eine
Zytotoxizitat von ca. 25%. Oberhalb dieser Konzentration sind die HaCaT-Zellen gegenuber

Poloxamer®188 deutlich weniger empfindlich als die U937-Zellen.
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Abb. 79: Zytotoxizitat von Poloxamer® 188 an U937-Zellen (n = 13) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1 und 24

Stunden Exposition

In der Tabelle 21 sind die CCs-Werte von Poloxamer® 188 nach 1 und 24 Stunden

Exposition dargestellt.

Tabelle 21: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCsy) von Poloxamer® 188 an
HaCaT- und U937-Zellen

Exposition U937-Zellen [mg/ml] HaCaT-Zellen [mg/ml]
1h 98,4 (91,2-106) 131 (117-148)
24h 26,1 (18,1-37,5) 44,2 (33,9-57,7)

Membrantoxizitat von Poloxamer® 188

In der Abbildung 80 ist die durch Poloxamer® 188 ausgeléste Arachidonsdure-Freisetzung

dargestellt.
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Abb. 80: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Poloxamer® 188 an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposi-
tion bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Die maximale Arachidonsaure-Freisetzung im Vergleich zur Positivkontrolle wird durch
Poloxamer® 188 nicht erreicht. Nach 24-stiindiger Inkubation der U937-Zellen mit 320 mg/ml
sind erst 70% der maximal freizusetzenden [*H]Arachidonséaure erreicht. Nach 1-stiindiger
Exposition mit dieser Konzentration Poloxamer® 188 wurden bei 37°C 50%, bei 4°C nur 10%
der Positivkontrolle freigesetzt. Die MTK-Werte von Poloxamer® 188 und die entsprechende
Zytoxizitat bei der MTK sind in der Tabelle 22 aufgefuhrt. Wahrend sich die MTK-Werte bei
37°C nach 1 und 24 Stunden nur wenig unterscheiden, ist bei geringer Temperatur (4°C)
eine wesentlich hohere MTK ermittelt worden.

Tabelle 22: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitat bei der MTK von Poloxa-
mer® 188

Exposition MTK [mg/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C 59,6 17,2
1h, 4°C) 80,7 -

24h, 37°C 50,5 77,6

Wie bei Triton® X-100 und anderen Tensiden ist auch bei Poloxamer® 188 in den Konzen-
trationsbereichen der MTK sowohl nach 1 Stunde als auch nach 24 Stunden eine deutliche

Zytotoxizitat festzustellen.
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Da sowohl beim Zytotoxizitatstest als auch im AART nur eine sehr geringe Toxizitat durch

Poloxamer® 188 festgestellt wurde, ist es nicht auf Apoptose hin untersucht worden.

Morphologische Veranderungen durch Poloxamer® 188

HaCaT-Zellen
An den HaCaT-Zellen wurden nach Exposition mit Poloxamer® 188 folgende Veranderungen
festgestellt:

Abldsen der Zellen von der Oberflache

Abrundung

Schrumpfung

Die Abbildungen 81 und 82 zeigen HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit
Poloxamer® 188. Nach 1-stiindiger Exposition mit 80 bis 320 mg/ml l6st sich die
Zellmembran auf, sodass die Zellen ineinander zu flieBen scheinen. Nach 24-stindiger
Exposition sind die Veranderungen an den Zellen deutlicher zu erkennen. Hier ist neben dem
Ablosen der Zellen von der Oberflache vor allem eine Schrumpfung des Zellkerns zu
beobachten. Der Zellkern ist deutlich segmentiert. Die Zellmembran erscheint, wie auch bei
anderen Tensiden beobachtet, als Blase, die den Zellkern enthalt. Bei hoheren
Konzentrationen (160 und 320 mg/ml) schrumpfen die HaCaT-Zellen jedoch und l6sen sich

teilweise auf. Das Zytotplasma scheint sich zu zersetzten.

U937-Zellen
Nach Exposition von U937-Zellen mit Poloxamer® 188 wurden folgende Verdnderungen
beobachtet:

Schrumpfung

Zellen erscheinen kleiner aber rund

U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit Poloxamer® 188 sind in der Abbildung
83 dargestellt. An den U937-Zellen werden die morphologischen Veranderungen erst in den
hoheren Konzentrationen sichtbar. Bei 1-stiindiger Exposition mit 160 mg/ml und bei 24-
stindiger Exposition mit 20 mg/ml sind noch keine Zellveranderungen gegeniiber unbe-
handelten U937-Zellen zu erkennen, obwohl bei diesen Expositionsbedingungen deutliche
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden konnte. Bei hdheren Konzentrationen erscheinen die
Zellen in ihrer Form unverandert, jedoch stark verkleinert. Ahnliche Veranderungen wurden

auch nach 1-stiindiger Exposition von U937-Zellen mit Cremophor® EL beobachtet.
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Abb. 81: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Poloxamer® 188 160fach vergréBert (oben links 40

mg/ml; oben rechts 80 mg/ml; unten links 160 mg/ml; unten rechts 320 mg/ml)
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Abb. 82: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Poloxamer® 188 160fach vergroRert (oben links 40
mg/ml; oben rechts 80 mg/ml; unten links 160 mg/ml; unten rechts 320 mg/ml)
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Abb. 83: U937-Zellen nach Exposition mit Poloxamer® 188 (oben nach 1 Stunde 160fach vergroRert: links 160

mg/ml; rechts 320 mg/ml; unten nach 24 Stunden 180fach vergréRert: links 20 mg/ml; rechts 80 mg/ml)
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4.1.6. Macrogol 6000

Macrogol 6000, auch Polyethylenglykol 6000 oder Polyoxyethylen 6000 genannt, ist kein
Tensid oder Emulgator. Es wurde erganzend auf seine Zytotoxizitat an U937-Zellen unter-
sucht, da die untersuchten nichtionischen Tenside als Derivate des Macrogols aufgefasst
werden kdonnen. Macrogole mit unterschiedlichem Molekulargewicht sind in der Ph. Eur. 97
offizinell und werden z.B. als Salbengrundlage oder Suppositorienmasse verwendet. Flis-
sige Macrogole kdonnen auch als Lésungsmittel verwendet werden. Es handelt sich bei
Macrogolen um Gemische von Polymeren, die sehr leicht wasserl6slich sind. Ihre Darstel-
lung erfolgt durch Polymerisation des Ethylenoxids. Das untersuchte Macrogol 6000 ist fest
und hat ein relatives Molekulargewicht von ca. 6000-7500.

Die ermittelte Zytotoxizitat ist sehr gering. In der Tabelle 23 sind die CCsp-Werte nach 1- und

24-stundiger Exposition aufgefuhrt.

Tabelle 23: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Macrogol 6000 an U937-
Zellen

Exposition CCso [mg/ml]
1h 171 (155-190)
24h 90,9 (86,1-96,1)
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4.2. Anionische Tenside

4.2.1. Alkylsulfate

Durch Umsetzung von hoheren Fettalkoholen mit Schwefelsaure entstehen Alkylsulfate, die
als Natriumsalze vorliegen. Bei einer Kettenlange von mehr als 8 C-Atomen sind sie
oberflachenaktiv. Im Europaischen Arzneibuch sind Natriumdodecylsulfat und Natrium-
cetylstearylsulfat offizinell. Sie sind sehr wichtige Vertreter der anionischen Tenside, die eine
grol3e Rolle als Hilfsstoffe in der Kosmetik und Pharmazie spielen.

4.2.1.1. Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecylsulfat ist auch unter Natriumlaurylsulfat und dem Handelsnamen Texapon®
K12 bekannt. Es ist ein Gemisch von Natriumalkylsulfaten. Hauptbestandteil ist das Natrium-
salz von Dodecylsulfat. Die Darstellung erfolgt durch Veresterung des Dodecylalkohols mit
Schwefelsaure, Chlorsulfonsdure oder Schwefeltrioxid und nachfolgende Neutralisation. Der
Dodecylalkohol seinerseits wird durch Hydrierung von Fetten oder synthetisch hergestellt.
Durch die Sulfurierung entsteht eine sehr hydrophile Verbindung hoher Grenzflachenaktivitat.

Der HLB-Wert von Natirumdodecylsulfat ist mit 40 relativ hoch.

I
— +
H3C—(CH2)11—O—ﬁ—O Na
o)

Abb. 84: Strukturformel von Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecylsulfat ist leicht in Wasser |6slich und ergibt eine neutrale Lésung. Das
Molekulargewicht betragt 288,4.

Da Natriumdodecylsulfat ein gutes Netz- und Schaummittel ist, wird es in groRem Umfang
mit unterschiedlicher Zweckbestimmung eingesetzt. Es ist unter anderem als Emulgator und
waschaktive Substanz in Shampoos, Zahnpasten, Hautreinigungsmitteln, Hautcremes und
anderen Kosmetika enthalten. In der Pharmazie ist es neben Cetyl- oder Cetylstearylalkohol
ein Hauptbestandteil von Komplexemulgatoren, die zur Herstellung von hydrophilen Salben
verwendet werden. So ist es auch in der im DAB offizinellen, wasserhaltigen hydrophilen
Salbe enthalten. Natriumdodecylsulfat ist bestandig gegen Sauren, Laugen und die meisten
Elektrolyte [79, 109].

Die ABDA-Datenbank nennt 1260 Fertigarzneimittel, die Natriumdodecylsulfat als Hilfsstoff
enthalten. Es handelt sich dabei um orale Arzneiformen wie Tabletten, Kapseln, Dragees
oder Suspensionen sowie topisch anzuwendende Arzneiformen wie Gele, Salben oder

Cremes. Es sind auch parenteral anzuwendende Fertigarzneimittel im Handel, die Natrium-
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dodecylsulfat enthalten, z.B. Diabetosome® Ampullen und Membranosome® Ampullen von
der Firma Vitorgan [1].

Die lokal irritierende Wirkung von Natriumdodecylsulfat ist seit langerer Zeit bekannt.
Natriumdodecylsulfat wird aus diesem Grund auch als Standardirritans verwendet [74]. Die

orale Toxizitdt von Natriumdodecylsulfat betragt 1-2,7 g/kg (LDso, Ratte) [79].

Zytotoxizitat von Natriumdodecylsulfat

Die Abbildung 85 zeigt die Ergebnisse von Natriumdodecylsulfat im Zytotoxizitatstest mit
EZ4U an HaCaT-Zellen und an U937-Zellen.
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Abb. 85: Zytotoxizitat von Natriumdodecylsulfat an U937-Zellen (n = 14) und HaCaT-Zellen (n = 14) nach 1 und
24 Stunden Exposition

Es ist eine deutliche Zunahme der Zytotoxzitdt mit der Zeit zu erkennen. Die Toxizitat an
U937-Zellen nimmt nach 24 Stunden im Vergleich zu 1 Stunde um das ca. 6fache, die
Toxizitdt an HaCaT-Zellen um das ca. 3fache zu.

HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegeniber Natriumdodecylsulfat als U937-Zellen. An
U937-Zellen ist nach 24 Stunden ab einer Konzentration von 16 pg/ml mehr als 90%
Zytotoxizitat erreicht. An HaCaT-Zellen liegt die Zytotoxizitat in dieser Konzentration nur bei
ca. 30%. Erst ab 32 pg/ml wurden Uber 90% Zytotoxizitat an HaCaT-Zellen bestimmt. Die
CCso nach 24 Stunden ist fur HaCaT-Zellen 3mal groRRer als fur U937-Zellen (Tab. 24). Nach
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1-stiindiger Exposition sind diese Unterschiede zwischen den Zellarten noch nicht so
deutlich zu erkennen. Natriumdodecylsulfat ist hier fur U937-Zellen etwa doppelt so toxisch
wie fur HaCaT-Zellen.

In Konzentrationen unter 2 pg/ml war bei beiden Zellarten auch nach 24 Stunden noch keine
Zytotoxizitdt zu beobachten. Tabelle 24 gibt die halbmaximale zytotoxische Konzentration
von Natriumdodecylsulfat an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition

wieder.

Tabelle 24: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCsp) von Natriumdodecylsulfat

Exposition U937-Zellen [pg/ml] HaCaT-Zellen [pug/ml]
1h 31,9 (23,2-44,0) 56,4 (51,2-62,2)
24h 5,67 (4,06-7,92) 17,9 (14,4-22,4)

Membrantoxizitat von Natriumdodecylsulfat

In Abbildung 86 ist die durch Natriumdodecylsulfat induzierte Arachidonséure-Freisetzung

dargestellt.
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Abb. 86: [°H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Natriumdodecylsulfat an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden
Exposition bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Bereits bei 128 pg/ml wurden maximale Arachidonsdure-Konzentrationen, entsprechend der

Positivkontrolle (2,5fache SDS-Konzentration), aus den U937-Zellen freigesetzt. Dies war bei

allen Expositionsbedingungen der Fall.

103




4. Ergebnisse

Bei 64 pg/ml ist ein deutlicher Unterschied zwischen der Arachidonsdure-Freisetzung bei 4°C
und der bei 37°C zu sehen. Bei 4°C werden nur ca. 25% der maximalen Arachidonséure-
Freisetzung erreicht, wahrend bei 37°C Uber 50% der Arachidonsédure freigesetzt wurden.
Der MTK-Wert nach 1-stiindiger Exposition ist jedoch geringer bei 4°C als bei 37°C. Die
MTK-Werte von Natriumdodecylsulfat und die entsprechende Zytotoxizitat bei der MTK sind
in Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitat bei der MTK von

Natriumdodecylsulfat

Exposition MTK [pg/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C 6,76 0
1h, 4°C 5,91 -

24h, 37°C 1,65 0

Bei der MTK war an den Zellen nach 1 und 24 Stunden keine Zytotoxizitdt im EZ4U

nachzuweisen.

Apoptose durch Natriumdodecylsulfat

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Natriumdodecylsulfat wurde in Konzentrationen von 0,5 bis 64 pg/ml durch Bestimmung
intrazellularer Histon-assoziierter DNA-Fragmente auf seine Apoptose-induzierenden Eigen-
schaften hin untersucht. Die Abbildung 87 gibt den Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter
DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stindiger Exposition mit Natriumdodecyl-

sulfat wieder.
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Abb. 87: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und 20-
stiindiger (rechts) Exposition mit Natriumdodecylsulfat
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4. Ergebnisse

Nach 4-stiindiger Exposition mit Konzentrationen von 4 bis 32 pg Natriumdodecylsulfat pro
ml konnte eine deutliche Erhohung (AF: 2 bis 7) von intrazellularen Histon-assoziiereten
DNA-Fragmenten in U937-Zellen nachgewiesen werden. Bei 1 und 2 pg/ml sind die
Anreicherungsfaktoren ebenfalls groer 1, jedoch nur gering erhéht. Nach 20-stindiger
Exposition wurden bei diesen Konzentrationen héhere Anreicherungsfaktoren (AF: 3 bis 4)
bestimmt. Jedoch waren in hoheren Konzentrationen keine Histon-assoziierten DNA-
Fragmente mehr nachzuweisen.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Natriumdodecylsulfat wurde in den Konzentrationen 1, 2, 8, 16 und 32 pg/ml durchflusszyto-
metrisch mit der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf apoptotische Zellen hin untersucht.
Bei den Konzentrationen 1, 2 und 16 pg/ml konnte eine erhdhte Anzahl frGhapoptotischer
U937-Zellen nachgewiesen werden (Tab. 26). Bei Natriumdodecylsulfat kamen &hnlich wie

bei Brij®78 beide Arten des Zelltodes, Apoptose und Nekrose, nebeneinander vor.
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Abb. 88: Dotplot der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat und Annexin-V-Propi-
diumiodid-Farbung (von links nach rechts: 1, 2, 8 pg/ml)

Wie in der Abbildung 88 zu sehen, entsteht eine Zellpopulation, die Uberwiegend wenig
gefarbt wurde, also intakte Zellen enthalt. Ein Teil der Zellen befindet sich jedoch schon in
den anderen Quadranten und wurde demnach in unterschiedlichem Ausmaf mit Annexin V,
Propidiumiodid oder beiden Farbstoffen angefarbt. Die neu entstandene Zellpopulation
enthalt Ubergangsstadien verschiedenartig veranderter Zellen, die entweder apoptotisch,
nekrotisch oder noch intakt waren.
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4. Ergebnisse

Nach 20-stindiger Exposition sind im Gegensatz zu den Ergebnissen nach 4-stiindiger
Exposition zwei Zellpopulationen vorhanden (Abb. 89). Eine der Populationen umfasst eine
jeweils unterschiedliche Anzahl intakter Zellen. Bei 1 und 16 pg/ml sind au3erdem friih- und
spatapoptotische Zellen vorhanden. Bei 16 pg/ml sind in der Zellpopulation Uber 40%
apoptotische Zellen.

Bei 32 pg/ml findet hingegen Uberwiegend Nekrose statt. Im Dotplot ist eine Zellpopulation
zu sehen, die sich im Ubergang vom unveranderten zum nekrotischen Zustand befindet.

Mehr als 75% der Zellen wurden mit Propidiumiodid angefarbt.
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Abb. 89: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung (von links nach rechts: 1, 16, 32 pg/ml)

In Tabelle 26 ist die prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten
des Dotplots nach Exposition mit Natriumdodecylsulfat dargestellt. Erhéhte Mengen

frGhapoptotischer Zellen sind fettgedruckt.
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4. Ergebnisse

Tabelle 26: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Natriumdodecylsulfat im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4h 20 h
Konzentration 1 pg/ml Natriumdodecylsulfat
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 4,74 0,28 1,34 0,24
nekrotisch / spatapoptotisch 24,7 14,7 16,5 7,14
frhapoptotisch 8,52 11,5 6,58 2,68
unverandert 62,1 73,5 75,5 89,9
Konzentration 2 pg/ml Natriumdodecylsulfat
U937-Zellen [%] ZK b ZK b
primar nekrotisch 3,40 0,28 0,22 0,24
nekrotisch / spatapoptotisch 45,5 14,7 7,86 7,14
frhapoptotisch 11,5 11,5 5,14 2,68
unverandert 39,6 73,5 86,8 89,9
Konzentration 8 pg/ml Natriumdodecylsulfat
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primér nekrotisch 4,50 0,28 2,20 0,24
nekrotisch / spatapoptotisch 38,5 14,7 24,6 7,14
frhapoptotisch 23,1 11,5 2,30 2,68
unverandert 33,9 73,5 70,9 89,9
Konzentration 16 pg/ml Natriumdodecylsulfat
U937-Zellen [%)] ZKb
primar nekrotisch 2,24 1,20
nekrotisch / spatapoptotisch 36,3 11,3
frihapoptotisch 8,10 6,18
unverandert 53,3 81,3
Konzentration 32 pg/ml Natriumdodecylsulfat
U937-Zellen [%)] ZKb
primar nekrotisch 46,0 1,20
nekrotisch / spatapoptotisch 30,3 11,3
frhapoptotisch 3,34 6,18
unverandert 20,3 81,3
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Morphologische Veranderungen durch Natriumdodecylsulfat

HaCaT-Zellen
An den HaCaT-Zellen wurden nach der Exposition mit Natriumdodecylsulfat folgende
Veranderungen festgestellt:

Abldsen der Zellen von der Oberflache

Abrundung

Schrumpfung

Lyse

In den Abbildungen 90 und 91 sind die HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition
mit Natriumdodecylsulfat abgebildet. Die Zellen sind zusammengeballt, von der Oberflache
abgel6st und erscheinen deutlich kleiner. Je hoher die Konzentration an Natriumdodecyl-
sulfat ist, desto kleiner wirken die Zellen. Das Zellplasma mit dem Zellkern im Zentrum der
veradnderten Zelle wirkt kompakt, wahrend die Zellmembran zu einer Blase angeschwollen
ist. Bei hoheren Konzentrationen 16st sich die Zellmembran auf. Bei 24-stiindiger Exposition
kam es bei den hoheren Konzentrationen zur Lyse der Zellen, da vermehrt Zellfragmente

vorhanden sind.

U937-Zellen
An den U937-Zellen wurden nach der Exposition mit Natriumdodecylsulfat folgende
Veranderungen beobachtet:

Lyse

Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht mit rauher Oberflache

Die Abbildungen 92 und 93 zeigen U937-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition mit
Natriumdodecylsulfat. Nach 24-stiindiger Exposition sind, wie es auch bei den HaCaT-Zellen
zu beobachten war, vermehrt Zellfragmente vorhanden, was auf Zelllyse hindeutet. Bei 1-
stundiger Exposition mit 64 pg/ml und bei 24-stiindiger Exposition mit 8 bis 32 pg/ml sind
deutlich zwei Zellpopulationen zu erkennen. Einige Zellen erscheinen vollig unveréndert,
wahrend die anderen Zellen abgeflacht, verkleinert und zersetzt sind. Bei 24-stindiger
Exposition mit 64 pg Natriumdodecylsulfat pro ml ist nur noch die veranderte Zellpopulation
vorhanden. Wahrend die Zellen nach 24-stindiger Exposition eher nekrotisch veréndert
aussehen, sind nach 1-stindiger Exposition an einigen U937-Zellen typische morpholo-
gische Veranderungen der Apoptose zu sehen. Vor allem bei 32 pg/ml sind Ausstilpungen
der Zellmembran zu erkennen, bei denen es sich um apoptotische Kdrperchen handeln

kdnnte.
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Abb. 90: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat 160fach vergréf3ert (oben links 32
pg/ml; oben rechts 64 pg/ml; unten links 128 pg/ml; unten rechts 256 pg/ml)
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Abb. 91: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat 160fach vergré3ert (oben links 16
pa/ml; oben rechts 32 pg/ml; unten links 64 pg/ml; unten rechts 128 pg/ml)
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Abb. 92: U937-Zellen nach 1-stindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat 160fach vergroRert (Phasenkontrast;
oben links 8 pg/ml; oben rechts 16 pug/ml; unten links 32 pug/ml; unten rechts 64 pg/ml)
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- i P A &

Abb. 93: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylsulfat 160fach vergréRert (Phasenkon-
trast; oben links 8 pg/ml; oben rechts 16 pg/ml; unten links 32 pg/ml; unten rechts 64 pg/ml)
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4.2.1.2. Natriumcetylstearylsulfat

Natriumcetylstearylsulfat, bekannt unter dem Handelsnamen Lanette® E, ist eine Mischung
aus Natriumcetylsulfat und Natriumstearylsulfat. Die beiden Hauptbestandteile sind Natrium-
salze der Schwefelsdureester von Cetyl- bzw. Stearylalkohol. Sie machen 96% der Mischung
aus. Die Darstellung erfolgt durch Veresterung gleicher Teile Cetyl- und Stearylalkohol mit
Schwefelsaure, Chlorsulfonséure oder Schwefeltrioxid und nachfolgende Neutralisation.

O O

H,C—(CH,)

. I _
—o—ﬁ—o Na + H3C—(CH2)17—O—ﬁ—O Na'
o) o)

Abb. 94: Strukturformel von Natriumcetylstearylsulfat

Natriumcetylstearylsulfat ist 16slich in Wasser unter Bildung einer schaumenden, triben,
neutralen Losung. Die Loslichkeit nimmt mit der Temperatur zu. Das Molekulargewicht von
Natriumcetylsulfat betragt 344,5, das von Natriumstearylsulfat 372,5. Der HLB-Wert ist mit 37
etwas geringer als der von Natriumdodecylsulfat.

Natriumcetylstearylsulfat wird wie Natriumdodecylsulfat als Netzmittel, Schaummittel und
Emulgator eingesetzt. In der Pharmazie ist Natriumcetylstearylsulfat ebenso Hauptbestand-
teil von Komplexemulgatoren zur Herstellung hydrophiler Salben. Es kann alternativ zu
Natriumdodecylsulfat zur Herstellung in der im DAB offizinellen wasserhaltigen, hydrophilen
Salbe verwendet werden. Die LDs liegt Uber 10 g/kg (Ratte, oral) [79, 109].

Die ABDA-Datenbank nennt 45 Fertigarzneimittel, die Natriumcetylstearylsulfat als Hilfsstoff
enthalten. Es handelt sich dabei um topisch anzuwendende Arzneiformen wie Salben,
Cremes und Emulsionen. So ist Natriumcetylstearylsulfat z.B. in Camphoderm® Emulsion,
Kamillosan® Creme und Thrombareduct® Salbe enthalten [1].

Zytotoxizitat von Natriumcetylstearylsulfat

Die Abbildung 95 gibt die Ergebnisse von Natriumcetylstearylsulfat im Zytotoxizitatstest mit
EZ4U an HaCaT-Zellen und an U937-Zellen wieder.

Wie bei Natriumdodecylsulfat ist eine deutliche Zunahme der Zytotoxzitat mit der Zeit zu
erkennen. Die Toxizitdt an U937-Zellen nimmt nach 24 Stunden im Vergleich zu 1 Stunde
um das ca. 4fache, die Toxizitat an HaCaT-Zellen um das ca. 11fache zu.
Natriumcetylstearylsulfat ist deutlich zytotoxischer als Natriumdodecylsulfat. Das trifft fur
U937-Zellen, aber auch fir HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition zu. Wéhrend bei
Natriumdodecylsulfat unterhalb der Konzentration 2 pg/ml keine Zytotoxizitat auftrat, ist

Natriumcetylstearylsulfat in dieser Konzentration fur U937-Zellen nach 24 Stunden deutlich
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zytotoxisch (70%). Erst in Natriumcetylstearylsulfat-Konzentrationen unter 0,5 pg/ml ist keine

Zytotoxizitat bestimmt worden.
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Abb. 95: Zytotoxizitat von Natriumcetylstearylsulfat an U937-Zellen (n = 13) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1
und 24 Stunden Exposition

HaCaT-Zellen sind wesentlich weniger empfindlich gegentber U937-Zellen. Die CCs, fur
HaCaT-Zellen ist nach 1-stiindiger Exposition 10mal und nach 24 Stunden 4mal gréRer als
fur U937-Zellen (Tab. 27). Die entsprechenden Konzentrations-Wirkungs-Kurven verlaufen
parallel. Bei 1-stiindiger Exposition der U937-Zellen entspricht die Konzentrations-Wirkungs-
Kurve anndhernd der Konzentrations-Wirkungs-Kurve bei 24-stiindiger Exposition der
HaCaT-Zellen.

In Tabelle 27 ist die halbmaximale zytotoxische Konzentration von Natriumcetylstearylsulfat
an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition aufgefihrt.

Tabelle 27: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Natriumcetylstearylsulfat

Exposition U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h 6,85 (5,93-7,92) 66,8 (53,3-83,7)
24h 1,59 (1,33-1,91) 6,28 (5,73-6,90)
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Membrantoxizitat von Natriumcetylstearylsulfat

In  Abbildung 96 ist die durch Natriumcetylstearylsulfat induzierte Arachidonsaure-

Freisetzung dargestellt.

45

[T

IN
o

35 @ 1h Exposition, 37°C
0O 24h Exposition, 37°C ]- T

q

30

25 —

20 [ -

10 —

[3H]-AA-Freisetzu ng [1000dpm/ml]

&
\

o
I

Zell- 05 1 2 4 8 16 32 64  320ug
kontrolle Konzentration [ug/ml] SDS/ml

Abb. 96: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Natriumcetylstearylsulfat an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden
Exposition bei 37°C (n = 12)

Bei den getesteten Konzentrationen wurde die maximale Arachidonséure-Freisetzung,
entsprechend der Positivkontrolle nicht erreicht. Da die Arachidonsaure-Freisetzung bei 64
png/ml jedoch bereits 75 bis 80% der Positivkontrolle entspricht, ist anzunehmen, dass bei
hoheren Konzentrationen die maximale Arachidonsaure-Freisetzung erreicht werden kann.
Es bestehen kaum Unterschiede zwischen der Arachidonsaure-Freisetzung nach 1 und 24
Stunden Exposition. Die MTK-Werte unterscheiden sich nur geringfligig. Sie sind in der
Tabelle 28 mit der entsprechenden Zytotoxizitat bei der MTK dargestellt. Wéahrend nach 1-
stindiger Exposition keine Zytotoxizitdt bei der MTK nachzuweisen war, war nach 24
Stunden eine deutliche Zytotoxizitat festzustellen.

Tabelle 28: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von

Natriumcetylstearylsulfat

Exposition MTK [ug/ml] Zytotoxizitéat [%]
1h, 37°C 1,87 0
24h, 37°C 1,48 46,4
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Morphologische Veranderungen durch Natriumcetylstearylsulfat

An beiden Zellarten wurden nach Exposition mit Natriumcetylstearylsulfat die gleichen Ver-

anderungen festgestellt wie bei Natriumdodecylsulfat.

HaCaT-Zellen
An den HaCaT-Zellen wurden folgende Veréanderungen beobachtet:
Abldsen der Zellen von der Oberflache
Abrundung
Schrumpfung
Lyse

U937-Zellen

An den U937-Zellen wurden folgende Veranderungen festgestellt:
Lyse
Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht mit rauher Oberflache

Abbildung 97 zeigt die U937-Zellen nach 24-stindiger Exposition mit Natriumcetylstearyl-
sulfat. Wie bei Natriumdodecylsulfat sind vermehrt Zellfragmente vorhanden, was auf
Zelllyse hindeutet. Bei 2 und 4 pg/ml sind deutlich zwei Zellpopulationen zu erkennen. Einige
Zellen erscheinen vollig unverandert, wéhrend die anderen Zellen abgeflacht, verkleinert und
teilweise lysiert sind. Bei Exposition mit 8 pug Natriumcetylstearylsulfat pro ml ist nur noch die
veranderte Zellpopulation vorhanden. Bei Exposition mit 1 pg/ml sind apoptotische Kérper-

chen zu sehen.
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Abb. 97: U937-Zellen nach 24-stlindiger Exposition mit Natriumcetylstearylsulfat 160fach vergrof3ert (oben links 1
pg/ml; oben rechts 2 pg/ml; unten links 4 pg/ml; unten rechts 8 pg/ml)
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4.2.2. Alkylethersulfat — Natriumdodecylethersulfat

Es handelt sich bei Natriumdodecylethersulfat (Natriumlaurylethersulfat, Texapon® NSO) um
ethoxyliertes Natriumdodecylsulfat. Die 27%ige Losung von Natriumdodecylethersulfat ist im
DAC 97 offizinell. Diese wassrige Losung, in welcher das Tensid Ublicher Weise verwendet
wird, enthélt ein Gemisch von Natriumalkylethersulfaten, hauptsachlich das Natriumsalz von
Dodecyldiethylenglykolethersulfat. Der Ethoxylierungsgrad kann jedoch auch von 2 abwei-
chen. Das mittlere Molekulargewicht von Natriumdodecylethersulfat betragt 382. Die 27%ige
Ldsung kann mit geeigneten Konservierungsmitteln und Stabilisatoren versetzt sein. Der pH-
Wert wird mit 7,1 angegeben [2].

o)
o,

HyC — (CHy),, — (CH,0),~ 0~ 8- 0" Na
o)

Abb. 98: Strukturformel von Natriumdodecylethersulfat

Natriumdodecylethersulfat ist ein Basistensid zur Herstellung von Shampoos und
Waschlésungen. Es kommt sehr haufig in waschaktiven Kosmetika vor [2].

Da Natriumdodecylethersulfat als 27%ige Losung, so wie es im DAC offizinell ist, untersucht
worden ist, wurden die Endergebnisse auf den Aktivgehalt berechnet angegeben. Bei den
Erlauterungen der Ergebnisse ist diese berechnete Konzentration in Klammern angegeben.

Die in den Diagrammen angegebene Konzentrationen beziehen sich auf die 27%ige Losung.

Zytotoxizitat von Natriumdodecylethersulfat

Die Abbildung 99 zeigt die Ergebnisse von Natriumdodecylethersulfat im Zytotoxizitatstest
mit EZ4U an HaCaT-Zellen und U937-Zellen.

Die vier Konzentrations-Wirkungs-Kurven verlaufen parallel. Wie bei den anderen Tensiden
ist auch bei Natriumdodecylethersulfat eine deutliche Zunahme der Zytotoxzitat mit der Zeit
zu erkennen. Die Zytotoxizitat nimmt an beiden Zelllinien nach 24 Stunden im Vergleich zu 1
Stunde um das ca. 3fache zu. In Natriumdodecylethersulfat-Konzentrationen unter 10 (2,7)
pg/ml ist auch nach 24 Stunden noch keine Zytotoxizitat aufgetreten.

HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegenuber Natriumdodecylethersulfat als U937-
Zellen. Die CCso nach 1- und 24-stindiger Exposition ist fir HaCaT-Zellen doppelt so grof3
wie fur U937-Zellen. Tabelle 29 gibt die halbmaximale zytotoxische Konzentration von
Natriumdodecylethersulfat an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition

wieder.
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Abb. 99: Zytotoxizitét von Natriumdodecylethersulfat an U937-Zellen (n = 14) und HaCaT-Zellen (n = 17) nach 1
und 24 Stunden Exposition bei 37°C

Tabelle 29: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Natriumdodecylethersulfat

U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
Exposition | 27%ige Losung berechnet auf 27%ige Lésung berechnet auf
Aktivgehalt Aktivgehalt
1h 104 (74,4-145) 28,1 (20,1-39,2) 176 (160-194) 47,5 (43,1-52,4)
24h 28,9 (24,9-33,6) | 7,81 (6,71-9,08) | 52,0 (42,3-63,8) 14,0 (11,4-17,2)

Membrantoxizitat von Natriumdodecylethersulfat

Die Abbildung 100 gibt die durch Natriumdodecylethersulfat induzierte Arachidonsaure-Frei-
setzung wieder.

Nach 24-stindiger Exposition ist bei 128 (35) pg Natriumdodecylethersulfat pro ml die
maximale Arachidonséure-Freisetzung im Vergleich zur Positivkontrolle erreicht. Nach 1-
stundiger Exposition ist sie bei dieser Konzentration etwas niedriger (75% bei 37°C, 30% bei
4°C). Bei 256 (70) pg/ml konnte die maximale Arachidonsaure-Freisetzung bei allen
Expositionsbedingungen erreicht werden. Die MTK-Werte von Natriumdodecylethersulfat
und die entsprechende Zytoxizitat bei der MTK sind in Tabelle 30 dargestellt.
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Abb. 100: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Natriumdodecylethersulfat an U937-Zellen nach 1 und 24 Stun-
den Exposition bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Tabelle 30: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von

Natriumdodecylethersulfat

MTK [pg/ml]
Exposition 27%ige Lésung berechnet auf Zytotoxizitat [%]
Aktivgehalt
1h, 37°C 13,8 3,74 0
1h, 4°C 7,07 1,91 -
24h, 37°C 7,73 2,09 0

Bei der MTK war an den U937-Zellen wie bei Natriumdodecylsulfat nach 1 und 24 Stunden
keine Zytotoxizitat im EZ4U nachzuweisen.

Apoptose durch Natriumdodecylethersulfat

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA
In Konzentrationen von 2 (0,5) bis 64 (17) pg/ml wurde Natriumdodecylethersulfat durch
Bestimmung intrazellularer Histon-assoziierter DNA-Fragmente auf seine Apoptose-indu-

zierenden Eigenschaften hin untersucht. In Abbildung 101 sind die Anreicherungsfaktoren
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Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stiindiger Exposition mit

Natriumdodecylethersulfat dargestellit.
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Abb. 101: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und

20-stuindiger (rechts) Exposition mit Natriumdodecylethersulfat

Nach 4-stindiger Exposition konnten bei Konzentrationen von 4 (1) bis 32 (8,5) pug Natrium-
dodecylethersulfat pro ml eine deutliche Erhéhung (AF: 2 bis 7) von intrazellularen Histon-
assoziiereten DNA-Fragmenten in U937-Zellen nachgewiesen werden. Eine geringe Er-
hoéhung gegenlber der Zellkontrolle ist bei 2 (0,5) und 4 (1) pg/ml festzustellen. Nach 20-
stindiger Exposition war bei 4 (1) pg/ml eine deutliche Erhéhung (AF = 4), bei 2, 8 und 16
(0,5-4) pg/ml nur eine geringe Erhéhung der Histon-assoziierten DNA-Fragmente nachweis-
bar. Bei 32 (8,5) pg/ml liel3en sich keine Histon-assoziierten DNA-Fragmente mehr bestim-

men.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Natriumdodecylethersulfat wurde durchflusszytometrisch nach Annexin-V-Propidiumiodid-
Farbung in den Konzentrationen 2, 8, 16 und 32 (0,5-8,5) pug/ml auf apoptotische Zellen hin
untersucht. Nach 4-stiindiger Exposition sind bei allen Konzentrationen eine erhéhte Anzahl
frihapoptotischer U937-Zellen nachgewiesen worden (Tab. 31). Bei 20-stindiger Exposition
ist dies jedoch nicht der Fall. Hier sind im Vergleich zur Zellkontrolle b mehr Zellen im
Quadranten rechts oben, also Annexin und Propidiumiodid gefarbt. Es kdnnte sich um
spatapoptotische Zellen handeln. Nach 44 Stunden ist die Anzahl friihapoptotischer U937-
Zellen wieder erhoht.

Stellvertretend fur die Konzentrationen 2, 4 und 16 (0,5-4) pg/ml sind in der Abbildung 102
drei Dotplots bei der Konzentration 16 pg/ml nach den 3 verschiedenen Expositionszeiten

dargestellt.
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Abb. 102: Dotplot der U937-Zellen nach Exposition mit 16 (4) pg Natriumdodecylethersulfat pro ml und Annexin-
V-Propidiumiodid-Farbung (von links nach rechts: nach 4, 20, 44 Stunden)

Bei 32 pug/ml steht nach 4 Stunden Exposition die Apoptose im Vordergrund, 20% der Zellen
waren nur mit Annexin V gefarbt also friihapoptotisch. Nach 20-stiindiger Exposition kénnten
auch nekrotische Prozesse eine Rolle spielen, ein Teil der Zellen ist nur mit Propidiumiodid
gefarbt (Abb. 103).
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Abb. 103: Dotplot der U937-Zellen nach Exposition mit 32 (8) pug Natriumdodecylethersulfat pro ml und Annexin-
V-Propidiumiodid-Farbung (links nach 4, rechts nach 20 Stunden)

In der Tabelle 31 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmungen zusam-
mengefasst. Vermehrt vorkommende frithapoptotische Zellen sind fettgedruckt.
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Tabelle 31: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Natriumdodecylethersulfat im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h 44 h
Konzentration 2 (0,5) ug/ml Natriumdodecylethersulfat
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
primar nekrotisch 1,70 19,9 1,42 1,20 3,10 3,74
nekrotisch / spatapoptotisch 42,1 4,2 19,3 11,3 17,4 14,5
frhapoptotisch 3,38 0,7 5,58 6,18 3,72 2,38
unverandert 52,8 75,2 73,7 81,3 75,8 79,4
Konzentration 4 (1) pg/ml Natriumdodecylethersulfat
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
Primar nekrotisch 1,94 19,9 1,12 1,20 1,02 3,74
nekrotisch / spatapoptotisch 42,3 4,2 19,0 11,3 15,8 14,5
frhapoptotisch 4,22 0,7 4.84 6,18 5,16 2,38
unverandert 51,5 75,2 75,0 81,3 78,0 79,4
Konzentration 16 (4) pg/ml Natriumdodecylethersulfat
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb ZK b
primar nekrotisch 1,24 19,9 1,04 1,20 0,98 3,74
nekrotisch / spatapoptotisch 39,7 4,2 21,4 11,3 23,6 14,5
frhapoptotisch 5,90 0,7 452 6,18 5,90 2,38
unverandert 53,2 75,2 73,1 81,3 69,5 79,4
Konzentration 32 (8,5) pg/ml Natriumdodecylethersulfat
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primar nekrotisch 1,28 19,9 8,08 1,20
nekrotisch / spatapoptotisch 315 4,2 28,3 11,3
frhapoptotisch 20,3 0,7 2,66 6,18
unverandert 46,9 75,2 61,0 81,3
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Morphologische Veranderungen durch Natriumdodecylethersulfat

HaCaT-Zellen
Folgende Veranderungen an den HaCaT-Zellen wurden nach der Exposition mit
Natriumdodecylethersulfat festgestellt:

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Abrundung

Schrumpfung

Lyse

Die Abbildungen 104 und 105 zeigen die HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition
mit Natriumdodecylethersulfat. Die Zellen ballen sich bei Exposition mit Natriumdodecyl-
ethersulfat zusammen und l6sen sich von der Oberflache. Auch bei Natriumdodecylether-
sulfat ballt sich das Zellplasma mit dem Zellkern zusammen und die Zellmembran schwillt zu
einer Blase an. Bei 1-stiindiger Exposition I6st sich die Zellmembran in Abh&angigkeit von der
Konzentration auf, bei 512 (140) und 1024 (280) pg/ml ist sie nicht mehr vorhanden. Nach 24
Stunden Exposition kommt es bei 256 (70) und 512 (140) pg/ml zur Lyse der HaCaT-Zellen.
Zellfragmente sind vorhanden. Bei 512 (140) pg/ml ist eine nahezu vollstdndige Lyse der
Zellen zu sehen. Es finden sich nur wenige kompakte Zellen.

U937-Zellen
An den U937-Zellen wurden nach der Exposition mit Natriumdodecylethersulfat folgende
Veranderungen beobachtet:

Lyse

Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht mit rauher Oberflache

Die Abbildungen 106 und 107 zeigen die U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition
mit Natriumdodecylethersulfat. Auch bei den U937-Zellen kommt es zur nahezu vollstan-
digen Lyse der Zellen. Bei 1- und 24-stiindiger Exposition mit 128 (35) pg/ml sind nur noch
Zellfragmente zu sehen. Bei 1-stindiger Exposition mit 64 (17) pg/ml und bei 24-stindiger
Exposition mit 32 (8,5) und 64 (17) pg/ml sind deutlich zwei Zellpopulationen zu erkennen.
Einige Zellen erscheinen vollig unverandert, wahrend die anderen Zellen abgeflacht,

verkleinert und zersetzt sind.
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Abb. 104: HaCaT-Zellen nach 1-stindiger Exposition mit Natriumdodecylethersulfat 160fach vergréRert (oben
links 128 (35) pg/ml; oben rechts 256 (70) pug/ml; unten links 512 (140) pug/ml; unten rechts 1024 (280)
Hg/ml)
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Abb. 105: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylethersulfat 160fach vergrof3ert (oben
links 64 (17) pg/ml; oben rechts 128 (35) pg/ml; unten links 256 (70) pg/ml; unten rechts 512 (140)

Hg/mi)
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Abb. 106: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Natriumdodecylethersulfat 160fach vergroRert (oben links
16 (4,2) ug/ml; oben rechts 32 (8,5) pg/ml; unten links 64 (17) pg/ml; unten rechts 128 (35) pg/ml)
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Abb. 107: U937-Zellen nach 24-stundiger Exposition mit Natriumdodecylethersulfat 40fach vergroRRert (oben links
16 (4,2) pg/ml; oben rechts 32 (8,5) pg/ml; unten links 64 (17) pg/ml; unten rechts 128 (35) pg/ml)
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4.3. Kationische Tenside

4.3.1. Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid ist im Européischen Arzneibuch offizinell und einer der wichtigsten
Vertreter der kationischen Tenside. Es handelt sich um eine quartare Stickstoffverbindung,
genauer um ein Gemisch von Alkylbenzyldimethylammoniumchloriden mit Kettenlangen von
8 bis 18 Kohlenstoffatomen. Die hydrophile Gruppe des Benzalkoniumchlorids ist ein positiv
geladener Stickstoff. Die Darstellung erfolgt durch Benzylierung von Dimethylalkylaminen.
Zur Gewinnung der Dimethylalkylamine wird ein Gemisch hoherer Fettsauren zu den ent-
sprechenden Alkoholen hydriert und in Alkylchloride Uberflihrt. Diese werden anschlieend

mit Dimethylamin in Gegenwart von NaOH zu Dimethylalkylaminen umgesetzt [79, 109].

CH .

I, 3 - R = CgH,, bis C,gH,,
CHZ—ITI—R Cl

CH,

Abb. 108: Strukturformel von Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid ist sehr leicht 16slich in Wasser und hygroskopisch. Das durchschnitt-
liche Molekulargewicht betragt 354.

Benzalkoniumchlorid wird nicht wie andere Tenside als waschaktive Substanz oder
Emulgator eingesetzt. Es wird viel mehr wegen seiner mikrobiziden Wirkung zur Desinfektion
und Konservierung verwendet. So gehort es zu den wichtigsten Konservierungsmitteln far
Augen- und Nasentropfen. Die desinfizierende Wirkung nimmt jedoch mit pH-Werten unter 5
und in Gegenwart verschiedener nichtionischer Tenside ab.

Benzalkoniumchlorid ist laut ABDA-Datenbank in 535 Fertigarzneimitteln als Hilfsstoff
enthalten. Es werden 272 Ophthalmika und 185 Rhinologika genannt. Auch orale Arznei-
formen, wie Tropfen, werden mit Benzalkoniumchlorid konserviert, z.B. Mucosolvan® Trop-
fen. Des Weiteren wird Benzalkoniumchlorid als Wirkstoff zur Desinfektion von Haut und
Schleimhaut verwendet, z.B. in Dorithricin® Lutschtabletten und Cutasept® Lésung.

In hoheren Konzentrationen gilt Benzalkoniumchlorid als haut- und schleimhautreizend. Es
ist oral maRig giftig. Die LDs, (Ratte, oral) liegt bei 400 mg/kg [79].

Zur Desinfektion der Haut wird Benzalkoniumchlorid 0,1-0,2%ig, zur Schleimhautdesinfektion
und Sauberung von Wunden und Verbrennungen in Konzentrationen von 0,1%, zur Konser-
vierung von Augentropfen 0,01%ig und in Lutschtabletten zur Hals- und Rachendesinfektion
zu 1,2 mg als Einzeldosis eingesetzt. Die Hochstkonzentration in Kosmetika ist mit 0,1%
festgelegt [79, 80, 109].
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Zytotoxizitat von Benzalkoniumchlorid

Die Ergebnisse von Benzalkoniumchlorid im Zytotoxizitatstest mit EZ4U an HaCaT-Zellen
und U937-Zellen sind in der Abbildung 109 dargestellt.
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Abb. 109: Zytotoxizitdt von Benzalkoniumchlorid an U937- und HaCaT-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition
bei 37°C (n = 14)

Benzalkoniumchlorid ist von den untersuchten Tensiden am meisten zytotoxisch. Erst in
Konzentrationen unter 0,1 pg Benzalkoniumchlorid pro ml war keine Zytotoxizitat mehr nach-
zuweisen. Wie bei den anderen Tensiden ist auch bei Benzalkoniumchlorid eine deutliche
Zunahme der Zytotoxzitat mit der Zeit zu erkennen. Die Toxizitat fur HaCaT-Zellen nimmt
nach 24 Stunden in Vergleich zu 1 Stunde um das ca. 6fache, die Toxizitat fir U937-Zellen
um das 1Ofache zu. Tabelle 32 zeigt die halbmaximale zytotoxische Konzentration von

Benzalkoniumchlorid an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition.

Tabelle 32: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Benzalkoniumchlorid

Exposition U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [pug/ml]
1h 6,05 (5,21-7,03) 15,2 (10,8-21,4)
24h 0,60 (0,47-0,78) 2,46 (2,30-2,63)

HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegeniber Benzalkoniumchlorid als U937-Zellen. An
U937-Zellen ist nach 24 Stunden ab einer Konzentration von ca. 2 pug/ml 100% Zytotoxizitat

130




4. Ergebnisse

erreicht. Bei HaCaT-Zellen liegt die Zytotoxizitat bei dieser Konzentration nur bei 20%. Erst
ab 8 pg/ml waren 100% der HaCaT-Zellen abgestorben. Auch nach 1-stiindiger Exposition
sind diese Unterschiede in der Empfindlichkeit der beiden Zellarten schon zu erkennen. An
U937-Zellen fuhrt die Konzentrationen 16 pg/ml zu 100%, an HaCaT-Zellen lediglich zu 55%
Zytotoxizitat.

Fur Benzalkoniumchlorid wurde an U937-Zellen auch die Trypanblaufarbung durchgefihrt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 110 dargestellt.
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Abb. 110: Zytotoxizitat von Benzalkoniumchlorid an U937- Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition bei 37°C
Trypanblaufarbung (n = 15) im Vergleich zum XTT-Test (n = 15)

Nach 24-stiindiger Exposition stimmen die Ergebnisse der Zytotoxizitdtsuntersuchungen,
abgesehen von der im EZ4U etwas hoher bestimmten Zytotoxizitat bei 1 pg/ml, Uberein.
Nach 1 Stunde sind deutliche Unterschiede in der ermittelten Zytotoxizitat vorhanden. Die
Konzentrations-Wirkungs-Kurven verlaufen parallel, jedoch sind mit der Trypanblauféarbung
wesentlich hdhere Werte fir die Zytotoxizitat bestimmt worden. Die mittels EZ4U bestimmte

CCs ist doppelt so hoch wie die nach Trypanblaufarbung (Tab. 33).

Tabelle 33: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCsy) von Benzalkoniumchlorid -

Vergleich Trypanblaufarbung und XTT-Test

Exposition EZ4U [ug/ml] Trypanblaufarbung [pug/ml]
1h 6,05 (5,21-7,03) 2,73 (2,63-2,83)
24h 0,60 (0,47-0,78) 0,80 (0,69-0,92)
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Membrantoxizitdt von Benzalkoniumchlorid

Abbildung 111 zeigt die durch Benzalkoniumchlorid induzierte Arachidonséure-Freisetzung.
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Abb. 111: [’H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Benzalkoniumchlorid an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden
Exposition bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Benzalkoniumchlorid fuhrt weder nach 1- noch nach 24-stiindiger Exposition zur maximalen
Arachidonsaure-Freisetzung entsprechend der Positivkontrolle. Es ist jedoch ein konzentra-
tionsabhangiger Anstieg der Arachidonsaure-Freisetzung im Vergleich zum Leerwert festzu-
stellen, der nach einem Maximum jedoch wieder abféllt. Ein Maximum ist bei allen Expo-
sitionsbedingungen beobachtet worden, bei 1-stlindiger Exposition liegt es bei 8 ug/ml, nach
24-stundiger Exposition befindet es sich bei 4 pg/ml. Die MTK-Werte von Benzalkonium-

chlorid und die entsprechende Zytoxizitat bei der MTK sind in Tabelle 34 dargestellt.

Tabelle 34: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von

Benzalkoniumchlorid

Exposition MTK [pg/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C 2,93 8,92
1h, 4°C 1,56 -

24h, 37°C 0,63 51,2
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Im Konzentrationsbereich der MTK ist an den Zellen eine deutliche Zytotoxizitat nachzu-

weisen. Nach 24 Stunden ist bei der MTK eine Zytotoxizitat von Uber 50% bestimmt worden.

Apoptose durch Benzalkoniumchlorid

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

In Konzentrationen von 0,25 bis 64 pg/ml wurde Benzalkoniumchlorid durch Bestimmung
intrazellularer Histon-assoziierter DNA-Fragmente auf seine Apoptose-induzierenden Eigen-
schaften hin untersucht. Die Abbildung 112 gibt den Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter
DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stindiger Exposition mit Benzalkonium-

chlorid wieder.
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Abb. 112: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und

20-stiindiger (rechts) Exposition mit Benzalkoniumchlorid

Bei Konzentrationen von 1 bis 32 pug Benzalkoniumchlorid pro ml konnte eine deutliche
Erh6hung (AF: 2 bis 12) von intrazellularen Histon-assoziiereten DNA-Fragmenten in U937-
Zellen nachgewiesen werden. Nach 4-stiindiger Exposition sind zuséatzlich bei 0,25 und 5

ng/ml gering erhdhte Anreicherungsfaktoren ermittelt worden.

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Benzalkoniumchlorid wurde in den Konzentrationen 0,1, 1, 2 und 8 pg/ml durchfluss-
zytometrisch mit der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung auf apoptotische Zellen hin unter-
sucht. In den Konzentrationen 0,1, 1 und 8 pg/ml konnte eine erhéhte Anzahl von friihapop-
totischen Zellen nachgewiesen werden (Tab. 35).

Die Abbildung 113 gibt drei Dotplots wieder, die nach verschiedenen Expositionszeiten bei
der Konzentration 1 pg/ml ermittelt wurden. Bei dieser Konzentration war die Apoptose
hauptsachliche Ursache des Zellsterbens. Je langer die U937-Zellen dem Benzalkonium-
chlorid ausgesetzt waren, desto hoher war die Anzahl frihapoptotischer und spéatapopto-

tischer Zellen.
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Abb. 113: Dotplot der U937-Zellen nach Exposition mit 1 pg Benzalkoniumchlorid pro ml und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung (von links nach rechts: nach 4, 20, 44 Stunden)

Die Abbildung 114 zeigt die Dotplots nach 20-stindiger Exposition mit verschiedenen
Benzalkoniumchlorid-Konzentrationen. Bei 0,1 pg/ml stand wie bei 1 pg/ml die Apoptose im
Vordergrund, bei 8 pg/ml waren die meisten Zellen mit Propidiumiodid geféarbt, also
nekrotisch verandert. Bei 2 pg/ml befinden sich die meisten Zellen im Quadranten oben
rechts. Eine eindeutige Zuordnung dieser Zellen zu spéatapototischen oder nekrotischen

Zellen kann nicht getroffen werden.
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Abb. 114: Dotplot der U937-Zellen nach 20-stuindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid und Annexin-V-Propi-
diumiodid-Farbung (von links nach rechts: 0,1, 2, 8 ug/ml)

Ob bei Benzalkoniumchlorid Apoptose oder Nekrose als Formen des Zelltodes auftreten,
hangt sowohl von der Konzentration als auch von der Expositionszeit ab.
In Tabelle 35 sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen zusammen-

gefasst. Erhéhte Werte friihapoptotischer Zellen sind fettgedruckt.
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Tabelle 35: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Benzalkoniumchlorid im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h 44 h
Konzentration 0,1 pg/ml Benzalkoniumchlorid
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
primar nekrotisch 0,40 1,42 1,22 0,90 0,76 0,78
nekrotisch / spatapoptotisch 7,10 8,78 26,0 22,1 17,6 14,0
frhapoptotisch 7,98 5,30 10,7 10,5 5,68 5,34
unverandert 84,5 84,5 62,0 66,5 75,9 79,9
Konzentration 1 pg/ml Benzalkoniumchlorid
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
primar nekrotisch 0,18 1,42 1,36 0,90 0,66 0,78
nekrotisch / spatapoptotisch 12,1 8,78 29,0 22,1 48,6 14,0
frhapoptotisch 9,06 5,30 14,4 10,5 14,9 5,34
unverandert 78,7 84,5 55,2 66,5 35,9 79,9
Konzentration 2 pg/ml Benzalkoniumchlorid
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primér nekrotisch 1,54 1,42 4,12 0,90
nekrotisch / spatapoptotisch 24,6 8,78 80,7 22,1
frhapoptotisch 5,24 5,30 3,06 10,5
unverandert 68,6 84,5 12,1 66,5
Konzentration 8 pg/ml Benzalkoniumchlorid
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primar nekrotisch 2,86 1,42 12,4 0,90
nekrotisch / spatapoptotisch 71,9 8,78 86,5 22,1
frihapoptotisch 12,3 5,30 0,44 10,5
unverandert 12,9 84,5 0,70 66,5
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Morphologische Veranderungen durch Benzalkoniumchlorid

HaCaT-Zellen
Nach der Exposition mit Benzalkoniumchlorid wurden folgende Verédnderungen an den
HaCaT-Zellen festgestellt:

Abrundung

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Schrumpfung

Lyse

HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid sind in den
Abbildungen 115 und 116 dargestellt. Die HaCaT-Zellen l6sen sich bei Exposition mit Benz-
alkoniumchlorid von der Oberflache ab. Nach 1-stiindiger Exposition ballen sich einige Zellen
zusammen, andere Zellen schwellen an. Bei 32 pg/ml und nach 24-stindiger Exposition ist
die auch bei anderen Tensiden beobachtete Zellverdnderung mit Zusammenballung des
Zytoplasma um den Kern und blasenartigem Aussehen der Zellmembran zu beobachten.
Nach 24-stindiger Exposition sind bei allen Konzentrationen vermehrt Zellfragmente
vorhanden, was auf Zellyse hindeutet. Bei 8 bis 32 pg/ml sind die Zellen tberwiegend

geschrumpft. Apoptotische Zellen sind zu beobachten.
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Abb. 115: HaCaT-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 160fach vergréRert (oben links 4
pg/ml; oben rechts 8 pg/ml; unten links 16 pg/ml; unten rechts 32 pg/ml)
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Abb. 116: HaCaT-Zellen nach 24-stindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 160fach vergrof3ert (oben links 4

pg/ml; oben rechts 8 pg/ml; unten links 16 pg/ml; unten rechts 32 pg/ml)
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U937-Zellen
An den U937 Zellen wurden folgende Veranderungen nach der Exposition mit Benz-
alkoniumchlorid beobachtet:

Schrumpfung

Zellen erscheinen flach und durchscheinend

Zellen sind kleiner und weisen eine aufgerauhte Oberflache auf

In den Abbildungen 117 bis 120 sind die U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition
mit Benzalkoniumchlorid abgebildet.

Bei den Konzentrationen 0,25 bis 16 pg/ml sind vor allem nach 24-stindiger Exposition, wie
es auch bei den HaCaT-Zellen zu beobachten war, vermehrt Zellfragmente vorhanden, was
auf Zelllyse hindeutet (Abb. 117 bis 120). In héheren Konzentrationen (32 und 64 pg/ml)
verursacht Benzalkoniumchlorid jedoch keine Lyse. Die Zellen gleichen teilweise ihrem
Aussehen nach lebenen Zellen. Sie sind jedoch laut EZ4U nicht mehr lebensfahig. Es
scheint als wéren die Zellen in ihrer Form fixiert (Abb. 118 u. 120). Bei 1-stuindiger Exposition
mit 64 pg/ml erscheinen die Zellen lediglich stark verkleinert. Sie behalten aber eine glatte
Oberflache (Abb. 118). Die geringen Zellverdnderungen bei Exposition mit héheren Benz-
alkoniumchlorid-Konzentrationen deuten auf eine intakt gebliebene Zellmembran hin. Dies
und die fehlende Lyse oberhalb einer bestimmten Konzentration konnten Erklarungs-
maoglichkeiten fur die im AART beobachteten Maxima sein.

Geringere Benzalkoniumchlorid-Konzentrationen fuhren bei den U937-Zellen zu den typi-
schen morphologischen Verdnderungen der Apoptose. Es sind vor allem bei 0,25 und 0,5
pg/ml nach 1-stindiger und bei 0,25 bis 1- pg/ml nach 24-stindiger Exposition Ausstil-
pungen der Zellmembran, apoptotische Kdrperchen, zu erkennen (Abb. 117 u. 119). Bei 1-
stundiger Exposition mit 1 pg Benzalkoniumchlorid pro ml sind deutlich zwei Zellpopulationen
zu erkennen (Abb. 117). Bei Exposition mit Konzentrationen tber 1 pg/ml sehen die Zellen
eher nekrotisch verandert aus. Hier erscheinen die Zellen im Durchmesser grof3er, also eher
geschwollen und abgeflacht (Abb. 117 u. 118). Die morphologischen Beobachtungen stim-
men mit den Ergebnissen der Apoptose-Untersuchungen tberein.
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Abb. 117: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 160fach vergroRert (Phasenkontrast;
oben links 0,25 pg/ml; oben rechts 0,5 pg/ml; unten links 1 pg/ml; unten rechts 2 pg/ml)
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Abb. 118: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 160fach vergrof3ert (oben links 8
pg/ml; oben rechts 16 pg/ml; unten links 32 pg/ml; unten rechts 64 pg/ml)
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Abb. 119: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 160fach vergroRRert (Phasenkon-
trast; oben links 0,25 pg/ml; oben rechts 0,5 pg/ml; unten links 1 pg/ml; unten rechts 2 pg/ml)
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Abb. 120: U937-Zellen nach 24-stundiger Exposition mit Benzalkoniumchlorid 40fach vergrofert (oben links 8
pg/ml; oben rechts 16 pg/ml; unten links 32 pg/ml; unten rechts 64 pg/ml)
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4.4. Amphotere Tenside

4.4.1. Cocamidopropylbetain

Cocamidopropylbetain ist ein amphoteres Tensid mit sowohl anionischen als auch
kationischen hydrophilen Gruppen im Molekil. Die im DAC 97 offizinelle Standard-
zubereitung ist eine 30%ige LOsung von Fettsdaureamidopropyldimethylaminoessigsaure-
Betain. Sie enthalt 4,5-5,5% Natriumchlorid. Sie ist mit Wasser mischbar, Konservierungs-
mittel und Stabilisatoren kénnen zugesetzt sein. Der pH-Wert liegt zwischen 4,5 und 5,5 [2].

0 CH, o
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Il [, -
R—=C—NH—(CH,),— ’|\|_ CH,COO0 R—C— = CocosnulRfettsaurerest

CH,

Abb. 121: Strukturformel von Cocoamidopropylbetain

Cocamidopropylbetain ist ein Cotensid zur Herstellung von Shampoos und Waschlésungen.
Es ist vertraglich und kalt mischbar mit den meisten anderen Tensiden. Ein Cocoamido-
propylbetainzusatz verbessert die Hautvertraglichkeit von anionischen Tensiden [64, 65]. Es
wirkt konditionierend, viskositatserhéhend, haut- und haarpflegend und ist bestandig in
einem pH-Bereich von 2-11 [79].

Cocamidopropylbetain ist laut ABDA-Datenbank in 36 Fertigarzneimitteln als Hilfsstoff
enthalten. Vor allem in Shampoos und Badern, z.B. Berniter®-Kopfhautgel, Cloderm® Lésung,
Thymian Li II® Erkéltungsbad, ist Cocamidopropylbetain zu finden [1]. Cocamidopropylbetain
gilt als nicht irritierend auf der Haut. Es ist jedoch stark augenreizend. Nach langerem und
wiederholtem Kontakt sind Reizungen an Haut und Schleimhaut nicht auszuschlieRen [215].
Des Weiteren sind Kontaktallergien durch Cocamidopropylbetain beschrieben worden [34,
54], die wahrscheinlich auf enthaltenes 3-Dimethylaminopropylamine zurtickzufiihren sind [8,
9].

Es wurden drei Handelsprodukte von Cocamidopropylbetain, das Standardprodukt TEGO-
Betain® L7, das wasserfreie Produkt TEGO-Betain® CKD und das salzarme Produkt TEGO-
Betain® E, untersucht. Das Standardprodukt Tego-Betain® L7 entspricht dem DAC 97. Mit
einem Aktivgehalt von 31% besitzt es ein gutes Schaumvermdgen mit einem Schaum guter
Qualitat. Seine Tensid- und Schaumbildungseigenschaften sind nicht von der Wasserhérte
abhangig. Die LDs, (Ratte, oral) liegt bei 8,1 mil/kg [215].

TEGO-Betain® CKD liegt praktisch wasserfrei als Pulver vor. Der Aktivgehalt betragt 85%.
Der Natriumchloridgehalt liegt bei 13-16,5%. Der Wassergehalt ist mit maximal 3% begrenzt.

Die 10%ige Lésung weist einen pH-Wert von 4,5-5,5 auf. TEGO-Betain® CKD wird wegen
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seines neutralen Geschmacks besonders fiur die Verwendung in Zahnpasten und
Mundwassern empfohlen. Weiterhin ist es, da es wasserfrei vorliegt, zur Herstellung von
Seifen- und Waschsyndetstiicken geeignet. Es kann allein oder in Kombination verwendet
werden. Die LDs, (Ratte, oral) der 30%igen Ldsung liegt bei 5 g/kg [215].

TEGO-Betain® E mit dem gleichen Aktivgehalt wie das Standardprodukt (31%) ist eine
salzarme Zubereitung. Der Kochsalzgehalt liegt bei 0,44 %. Es ist besonders fir Aerosole
und elektrolytempfindliche Formulierungen, z.B. Farbshampoos, geeignet. Die LDsg, (Ratte,
oral) liegt bei 5 g/kg [215].

Da Cocamidopropylbetain als 31%ige Losung bzw. als Pulver mit 85% Aktivgehalt
untersucht worden ist, wurden die Endergebnisse auf den Aktivgehalt berechnet. Bei den
Erlauterungen der Ergebnisse ist diese berechnete Konzentration in Klammern angegeben.
Die in den Diagrammen angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die 31%ige
Losung bzw. auf das 85%ige Pulver.

Zytotoxizitat von Cocamidopropylbetain

In der Abbildung 122 sind die Ergebnisse von TEGO-Betain® L7 im Zytotoxizititstest mit
EZ4U an HaCaT-Zellen und U937-Zellen dargestellt. In Cocamidopropylbetain-Konzen-
trationen unter 2 (0,6) pg/ml war auch nach 24 Stunden noch keine Zytotoxizitat zu

erkennen.
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Abb. 122: Zytotoxizitat von TEGO-Betain® L7 an U937-Zellen (n = 14) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1 und 24
Stunden Exposition bei 37°C
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Es ist wie bei den anderen Tensiden eine deutliche Zunahme der Zytotoxzitat mit der Zeit zu
erkennen. Die Zytotoxizitat nach 24-stindiger Exposition im Vergleich zur 1-stiindigen Expo-
sition ist an U937-Zellen um das ca. 2fache, an HaCaT-Zellen um das ca. 4fache erhoht.
HaCaT-Zellen sind weniger empfindlich gegentiber Cocamidopropylbetain als U937-Zellen.
An U937-Zellen sind nach 24 Stunden ab einer Konzentration von ca. 64 (20) pg/ml 100%
Zytotoxizitat erreicht. An HaCaT-Zellen liegt nach 24 Stunden die Zytotoxizitat bei dieser
Konzentrationen nur bei 60%. Erst ab 150 (45) pg/ml sind 100% Zytotoxizitat an HaCaT-
Zellen erreicht. Nach 1-stundiger Exposition sind die Unterschiede in der Empfindlichkeit der
beiden Zelllinien noch deutlicher. Bei 130 (40) pg/ml waren 100% der U937-Zellen tot,
wahrend an HaCaT-Zellen bei dieser Konzentration lediglich 40% Zytotoxizitat zu bestimmen
waren.

An HaCaT-Zellen sind keine Unterschiede in der Zytotoxizitdt der drei verschiedenen
Handelsprodukte des Cocamidopropylbetains zu erkennen. An U937-Zellen ist TEGO-
Betain® E sowohl nach einer als auch nach 24 Stunden zytotoxischer als TEGO-Betain® L7.
Diese Unterschiede sind jedoch nicht signifikant.

Tabelle 36 fasst die CCsy-Werte von TEGO-Betain® L7, TEGO-Betain® CKD und TEGO-

Betain® E an HaCaT- und U937-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition zusammen.

Tabelle 36: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCsy) von Cocamidopropylbetain

U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
Exposition TEGO-Betain® L7
31%ige Lésung berechnet auf 31%ige Lésung berechnet auf
Aktivgehalt Aktivgehalt
1h 43,2 (38,7-48,2) | 13,4 (12,0-14,9) 142 (120-168) 44,1 (37,2-52,2)
24h 24,1 (20,3-28,6) 7,47 (6,29-8,86) 35,2 (22,5-55,2) 10,9 (6,97-17,1)
TEGO-Betain® CKD
Pulver (85%) berechnet auf Pulver (85%) berechnet auf
Aktivgehalt Aktivgehalt
1h 17,8 (12,6-25,2) 15,1 (10,7-21,4) 45,2 (39,6-51,6) 38,4 (33,6-43,9)
24h 5,06 (2,84-9,02) 4,30 (2,41-7,67) 13,0 (11,1-15,3) 11,1 (9,44-13,0)
TEGO-Betain® E
31%ige Lésung berechnet auf 31%ige Lésung berechnet auf
Aktivgehalt Aktivgehalt
1h 27,1 (17,9-41,1) 8,39 (5,53-12,7) 134 (120-149) 41,4 (37,2-46,2)
24h 9,74 (5,41-17,5) 3,02 (1,68-5,43) 41,1 (32,1-52,8) 12,7 (9,94-16,4)
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Cocamidopropylbetain wurde auch in Kombination mit Natriumdodecylsulfat auf die
Zytotoxizitat im EZ4U an U937-Zellen untersucht. Die Zytotoxizitdt des Gemisches entspricht
nach einer Stunde Exposition den Zytotoxizitatswerten der einzelnen Tenside. Nach 24-
stundiger Exposition ist das Gemisch signifikant weniger toxisch als Natriumdodecylsulfat
allein. Nach 24-stiindiger Exposition betragt die CCs, flr das 1:1-Gemisch aus Natrium-
dodecylsulfat und TEGO-Betain® L7 10,1 (8,46-12,1) pg/ml.

Membrantoxizitat von Cocamidopropylbetain

Abbildung 123 zeigt die durch Cocamidopropylbetain induzierte Arachidonsaure-Freisetzung.
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Abb. 123: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch TEGO-Betain® L7 an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Expo-
sition bei 4°C (n = 9) und 37°C (n = 12)

Bei 256 (80) pg TEGO-Betain® L7 pro ml ist sowohl nach einer als auch nach 24 Stunden
Exposition die maximale Arachidonsaure-Freisetzung im Vergleich zur Positivkontrolle
erreicht. Bei 4°C ist die Arachidonsdure-Freisetzung bei dieser Konzentration geringer
(60%).

TEGO-Betain® CKD und TEGO-Betain® E zeigen ahnliche Membrantoxizitatswerte wie das
Standard-Cocamidopropylbetain. Die MTK-Werte von TEGO-Betain® L7, TEGO-Betain®
CKD und TEGO-Betain® E und die entsprechende Zytoxizitat bei der MTK im EZ4U sind in
Tabelle 37 dargestellt.

Nach 1-stiindiger Exposition liegt bei der MTK keine Zytotoxizitat vor. Nach 24 Stunden ist
jedoch eine geringe Zytotoxizitat im Konzentrationsbereich der MTK festzustellen gewesen.
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Tabelle 37: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitat bei der MTK von

Cocamidopropylbetain

MTK [ug/ml] Zytotoxizitat [%]
Exposition TEGO-Betain® L7
31%ige Losung berechnet auf
Aktivgehalt
1h, 37°C 8,64 2,68 0
1h, 4°C 5,53 1,71 -
24h, 37°C 6,33 1,96 4,8
TEGO-Betain® CKD
85%ige Losung berechnet auf
Aktivgehalt
1h, 37°C 3,60 3,06 0
24h, 37°C 2,10 1,79 21
TEGO-Betain® E
31%ige Losung berechnet auf
Aktivgehalt
1h, 37°C 7,30 2,26 0
24h, 37°C 5,72 1,77 28

Apoptose durch Cocamidopropylbetain

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Auf seine Apoptose-induzierenden Eigenschaften hin wurde Cocamidopropylbetain (TEGO-
Betain® L7) in Konzentrationen von 2 (0,6) bis 128 (40) upg/ml durch Bestimmung
intrazellularer Histon-assoziierter DNA-Fragmente untersucht. Den Anreicherungsfaktor
Histon-assoziierter DNA-Fragmente nach 4- und 20-stindiger Exposition mit Cocamido-
propylbetain in U937-Zellen gibt die Abbildung 124 wieder.

Nach 4-stiindiger Exposition konnte bei Konzentrationen von 8 (2,5) bis 32 (10) pg/ Cocami-
dopropylbetain pro ml eine deutliche Erhéhung (AF: 2 bis 5) von intrazellularen Histon-asso-
ziierten DNA-Fragmenten in U937-Zellen nachgewiesen werden. Eine geringe Erhdhung
gegenuber der Zellkontrolle ist bei 2 (0,6) pg/ml festzustellen. Nach 20-stindiger Exposition
war bei 16 (5) bis 64 (20) pg/ml eine deutliche Erhéhung (AF = 2), bei 4 (1,2) und 8 (2,5)
pg/ml eine geringe Erhéhung Histon-assoziierter DNA-Fragmente zu bestimmen.
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Abb. 124: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stiindiger (links) und
20-stuindiger (rechts) Exposition mit Cocamidopropylbetain

Durchflusszytometrische Bestimmungen

Mit der Annexin-V-Propidiumiodid-Farbung wurde Cocamidopropylbetain in den Konzentra-
tionen 2, 8 und 32 (0,6, 2,5, 10) pug/ml auf apoptotische Zellen hin untersucht. Bei allen
Konzentrationen konnte eine erhéhte Anzahl frihapoptotischer U937-Zellen nach 4-stiindiger
Exposition nachgewiesen werden (Tab. 38). Vor allem bei 8 (2,5) und 32 (10) pg/ml entstand
eine neue Zellpopulation, die sich mit Annexin V anférben liel3.

Im Dotplot liegt sie im Ubergang vom rechten oberen zum rechten unteren Quadranten, so-
dass angenommen werden kann, dass es sich um friih- und spatapoptotische Zellen handelt.
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Abb. 125: Dotplots der U937-Zellen nach 4-stiindiger Exposition Cocamidopropylbetain und Annexin-V-
Propidiumiodid-Farbung (von links nach rechts: 2 (0,6), 8 (2,5) und 32 (10) pg/ml)

Abbildung 125 gibt die entsprechenden Dotplots nach 4-stindiger Exposition wieder. Bei 20-
stiindiger Exposition entsprechen die Dotplots fast wieder denen der Zellkontrolle b. Auch bei
44-stiindiger Exposition mit 2 pg/ml entspricht das Dotplot dem der Zellkontrolle b, bei 8 (2,5)
pg/ml sind jedoch mehr Zellen im Quadranten rechts oben, also Annexin und Propidiumiodid
gefarbt. Es kénnte sich dabei um spatapoptotische Zellen handeln. In der Tabelle 38 sind die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Bestimmungen zusammengefasst. Vermehrt

vorkommende friihapoptotische Zellen sind fettgedruckt.
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Tabelle 38: Prozentuale Verteilung der U937-Zellen auf die festgelegten Quadranten des

Dotplots nach Exposition mit Cocamidopropylbetain im Vergleich zur Zellkontrolle b

Exposition 4 h 20 h 44 h
Konzentration 2 (0,6) pg/ml Cocamidopropylbetain
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
primar nekrotisch 2,20 1,42 0,92 0,90 0,74 0,78
nekrotisch / spatapoptotisch 23,1 8,78 16,7 22,1 17,5 14,0
frhapoptotisch 6,44 5,30 10,42 10,5 7,02 5,34
unverandert 68,2 84,5 71,9 66,5 74,8 79,9
Konzentration 8 (2,5) pg/ml Cocamidopropylbetain
U937-Zellen [%] ZK b ZK b ZK b
primar nekrotisch 2,28 1,42 1,84 1,20 1,04 0,78
nekrotisch / spatapoptotisch 37,1 8,78 16,6 11,3 27,5 14,0
frhapoptotisch 7,98 5,30 5,62 6,18 6,28 5,34
unverandert 52,7 84,5 75,0 81,3 65,2 79,9
Konzentration 32 (10) pg/ml Cocamidopropylbetain
U937-Zellen [%)] ZKb ZKb
primar nekrotisch 1,26 1,42 0,76 0,90
nekrotisch / spatapoptotisch 34,0 8,78 25,4 22,1
frhapoptotisch 10,26 5,30 13,5 10,5
unverandert 55,4 84,5 60,3 66,5

Morphologische Veranderungen durch Cocamidopropylbetain

HaCaT-Zellen
An den HaCaT-Zellen wurden nach der Exposition mit Cocamidopropylbetain (TEGO-Betain®
L7, TEGO-Betain® CKD, TEGO-Betain® E) folgende Verénderungen beobachtet:

Ablésen der Zellen von der Oberflache

Abrundung

Schrumpfung, Zellen erscheinen stark verkleinert

Lyse

In den Abbildungen 126 und 127 sind die HaCaT-Zellen nach 1- und 24-stiindiger Exposition
mit TEGO-Betain® L7 abgebildet. Die Zellen I6sen sich bei Exposition mit Cocamidopropylbe-
tain von der Oberflache ab. Sie verkleinern sich und nehmen eine kugelformige Gestalt mit
glatter Oberflache an. Besonders bei 1-stiindiger Inkubation mit 256 (80) pug Cocamidopro-

pylbetain pro ml weist der gré3te Teil der Zellen solche Veranderungen auf.
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Grollere Zellen sehen wie apoptotische Zellen vor dem Zerfall aus. Es zeichnen sich
innerhalb der Zelle apoptotische Korperchen ab. Die Zellmembran bleibt bei 1-stiindiger
Exposition erhalten. Nach 24-stiindiger Exposition schrumpfen die Zellen noch mehr, sie sind
kleiner als nach 1-stindiger Exposition, die Zellmembran I6st sich teilweise auf. Aul3erdem
sind vermehrt Zell-Fragmente vorhanden. Es kommt vor allem bei 128 (40) und 256 (80)

pg/ml zur Zelllyse.

U937-Zellen
An den U937 Zellen verursachte Cocamidopropylbetain (TEGO-Betain® L7, TEGO-Betain®
CKD, TEGO-Betain® E) folgende Veranderungen:

Lyse

Schrumpfung

Zellen erscheinen abgeflacht mit rauher Oberflache

In den Abbildungen 128 und 129 sind die U937-Zellen nach Exposition mit TEGO-Betain® L7
abgebildet. Auch bei den U937-Zellen kommt es nach 24-stiindiger Exposition zur Lyse der
Zellen. Neben kompakten U937-Zellen, die mehr oder weniger verandert aussehen, sind bei
allen Konzentrationen vermehrt Zellfragmente vorhanden. Bei 1-stiindiger Exposition mit 64
(20) pg/ml sind deutlich zwei Zellpopulationen zu erkennen. Einige Zellen erscheinen vollig
unverandert, wahrend die anderen Zellen nekrotisch verandert erscheinen. Sie sind im
Durchmesser grol3er, geschwollen und abgeflacht. Nach 1-stindiger Exposition mit 128 (40)
pg/ml sind nur noch diese nekrotischen Zellen vorhanden.

Bei 1-stindiger Exposition mit niedrigeren Konzentrationen (16 (5) und 32 (10) pg/ml) sind
die typischen morphologischen Verédnderungen der Apoptose noch deutlicher als an den
HaCaT-Zellen zu sehen. An den Zellen sind Ausstilpungen der Zellmembran, apoptotische

Korperchen, zu erkennen.
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(10) pg/ml; oben rechts 64 (20) pg/ml; unten links 128 (40) pg/ml; unten rechts 256 (80) pg/ml)
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Abb. 127: HaCaT-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit TEGO-Betain® L7 160fach vergroRert (oben links 32
(10) pg/ml; oben rechts 64 (20) pg/ml; unten links 128 (40) pg/ml; unten rechts 256 (80) pg/ml)
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Abb. 128: U937-Zellen nach 1-stiindiger Exposition mit TEGO-Betain® L7 160fach vergroRert (Phasenkontrast;

oben links 16 (5) pg/ml; oben rechts 32 (10) pg/ml; unten links 64 (20) pug/ml; unten rechts 128 (40)

Hg/mi)
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Abb. 129: U937-Zellen nach 24-stiindiger Exposition mit TEGO-Betain® L7 160fach vergroRert (Phasenkontrast;
oben links 16 (5) pg/ml; oben rechts 32 (10) pg/ml; unten links 64 (20) pug/ml; unten rechts 128 (40)
Hg/ml)
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4.4.2. Sojalecithin

Sojalecithin ist unter der Monographie entdltes Sojalecithin im DAB 1999 offizinell. Es
handelt sich um das komplexe Gemisch von verschiedenen Phospholipiden, hauptsachlich
Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol.
Der Gehalt an Phospholipiden betragt ca. 95%. AuRerdem konnen Triglyceride (Restol),
Fettsdauren, Kohlenhydrate, das hamolytisch wirkende Lysolecithin und Wasser, jedoch
jeweils maximal 3%, enthalten sein. Sojalecithin enthalt im Gegensatz zu Eilecithin keine
Arachidonsaure. Sojalecithin stellt ein Naturprodukt dar. Es wird aus der Sojabohne (Glycine
max) gewonnen. Sojalecithin ist nicht in Wasser I6slich. Es bildet jedoch eine homogene,

kolloidale Losung mit leichter Tribung, die Gber mindestens 24 Stunden stabil ist.
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Abb. 130: Strukturformel von Phosphatidylcholin

Sojalecithin ist in der Pharmazie ein wichtiger technologischer Hilfsstoff. Es dient zur
Stabilisierung von verschiedenen Formulierungen, als Dispergiermittel in Suspensionen und
Weichgelainekapseln sowie als Emulgator fir O/W- und W/O-Emulsionen. Sojalecithin ist der
Hauptbestandteil in Liposomen und wird als Emulgator fur parenteral applizierbare Fettemul-
sionen empfohlen. Es besitzt mit Indikationen wie Lebererkrankungen, Hypercholesterinamie
und Arteriosklerose auch therapeutische Bedeutung.

Sojalecithin wird in groRem Umfang in der Kosmetik, z.B. als Pflegemittel in Salben, Badern
und Cremes oder als Schaumverbesserer fur Seifen, Shampoos, Lotionen und Lippenstifte
verwendet [1, 109]. Laut ABDA-Datenbank ist Sojalecithin in 316 Arzneimitteln als Hilfsstoff
und in 44 Arzneimitteln als Wirkstoff enthalten. Bei diesen Arzneimitteln handelt es sich unter
anderem um Suppositorien, Kapseln, Dosieraerosole und Infusionslésungen [1].

Sojalecithin ist sehr haufig als Emulgator in Lebensmitteln enthalten. Von der FDA wurde es
als nicht toxisch eingestuft [109].

Zytotoxizitat von Sojalecithin

In der Abbildung 131 sind die Ergebnisse von Sojalecithin im Zytotoxizitatstest mit EZ4U an
HaCaT-Zellen und U937-Zellen dargestellt.
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Abb. 131: Zytotoxizitat von Sojalecithin an U937-Zellen (n = 16) und HaCaT-Zellen (n = 15) nach 1 und 24 Stun-
den Exposition bei 37°C

Die Zytotoxizitat von Sojalecithin nimmt an HaCaT-Zellen mit der Expositionszeit sehr stark
zu. Nach 24 Stunden ist sie 120mal grof3er als nach einer Stunde. Gegenuber U937-Zellen
ist Sojalecithin nach 24 Stunden nur ca. 4fach toxischer als nach 1 Stunde.

Die HaCaT-Zellen sind gegenuber Sojalecithin deutlich empfindlicher als die U937-Zellen
sowohl nach einer als auch nach 24 Stunden. Dies unterscheidet Sojalecithin von allen
anderen getesteten Tensiden. Nach 1-stindiger Exposition sind die Unterschiede zwischen
den Zelllinien noch nicht so deutlich, nach 24-stindiger Exposition ist die Zytotoxizitat an
HaCaT-Zellen allerdings 100mal hoher als an U937-Zellen.

Bei 1-stindiger Exposition der U937-Zellen konnten wegen starker Schaumbildung von
hoheren Konzentrationen des Sojalecithins im RPMI-Medium nur Zytotoxizitatswerte um ca.
50% bestimmt werden. Die CCs, konnte infolgedessen nur abgeschéatzt werden.

Tabelle 39 zeigt die halbmaximale zytotoxische Konzentration an HaCaT- und U937-Zellen

nach 1- und 24-stiindiger Exposition mit Sojalecithin.

Tabelle 39: Halbmaximale zytotoxische Konzentration (CCso) von Sojalecithin

Exposition U937-Zellen [pug/ml] HaCaT-Zellen [ug/ml]
1h 31900 (13400-75700) 9610 (5120-18000)
24h 7920 (3220-19500) 81,6 (64,3-104)

157



4. Ergebnisse

Membrantoxizitat von Sojalecithin

Die Abbildung 132 zeigt die durch Sojalecithin induzierte Arachidonsdure-Freisetzung.

Bei 1-stindiger Exposition der Zellen mit 64 pg Sojalecithin pro ml ist die maximale
Arachidonsaure-Freisetzung im Vergleich zur Positivkontrolle erreicht. Bei 24-stindiger
Exposition mit Sojalecithin konnte die maximale Arachidonsaure-Menge nicht mehr

freigesetzt werden.
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Abb. 132: [*H]Arachidonsaure-Freisetzung durch Sojalecithin an U937-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition
bei 4°C (n =9) und 37°C (n = 12)

Die Arachidonséaure-Freisetzung bei 4°C ist sehr gering. Die MTK-Werte von Sojalecithin und
die entsprechende Zytotoxizitat bei der MTK sind in der Tabelle 40 dargestellt.

Bei Sojalecithin ist nach 1-stiindiger Exposition bei der MTK keine Zytotoxizitat festzustellen,
nach 24 Stunden ist die Zytotoxizitat bei der MTK gering.

Tabelle 40: Minimal toxische Konzentration (MTK) und Zytotoxizitdt bei der MTK von

Sojalecithin
Exposition MTK [pg/ml] Zytotoxizitat [%]
1h, 37°C 948 0
1h, 4°C 1690 -
24h, 37°C 179 3,56
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Apoptose durch Sojalecithin

Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente mit ELISA

Sojalecithin wurde in Konzentrationen von 0,625 bis 80 mg/ml auf seine Apoptose-
induzierenden Eigenschaften hin untersucht. Abbildung 133 gibt die Anreicherungsfaktoren
Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4- und 20-stiindiger Exposition mit

Sojalecithin wieder.
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w
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Abb. 133: Anreicherungsfaktor Histon-assoziierter DNA-Fragmente in U937-Zellen nach 4-stindiger (links) und
20-stuindiger (rechts) Exposition mit Sojalecithin

Sojalecithin fuhrte in der Konzentration 2,5 bis 20 mg/ml nach 4 Stunden und in den
Konzentration 20 und 40 mg/ml nach 20 Stunden zu einer deutlichen Erhéhung von
intrazellularen Histon-assoziierten DNA-Fragmenten in U937-Zellen (AF: 2 bis 4). Bei 2,5
und 40 mg/ml nach 4 Stunden und bei 2,5 bis 10 mg/ml nach 20 Stunden Exposition sind die

Anreicherungsfaktoren ebenfalls grof3er 1.
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4.5. Gegenuberstellung der untersuchten Tenside

4.5.1. Zytotoxizitat

Die halbmaximalen zytotoxischen Konzentrationen als Maf3 fur die im XTT-Test ermittelte

Zytotoxizitdt an U937- und HaCaT-Zellen sind in den Tabellen 41 und 42 dargestellt.

Tabelle 41: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCso) der untersuchten Tenside in

U937-Zellen (XTT-Test)

Substanzen

Exposition: 1h
CCso [pg/ml]

Exposition: 24h
CCso [pg/ml]

Benzalkoniumchlorid

6,05 (5,21-7,03)

0,60 (0,47-0,78)

Natriumcetylstearylsulfat

6,85 (5,93-7,92)

1,59 (1,33-1,91)

Natriumdodecylsulfat

31,9 (23,2-44,0)

5,67 (4,06-7,92)

Natriumdodecylethersulfat

28,1 (20,1-39,2)

7,81 (6,71-9,08)

Cocamidopropylbetain

13,4 (12,0-14,9)

7,47 (6,29-8,86)

Sojalecithin 31900 (13400-75700) 7920 (3220-19500)
Cremophor® A25 5,66 (3,78-8,49) 1,42 (1,38-1,46)
Brij®78 7,00 (6,08-8,06) 1,63 (1,21-2,21)

Triton® X-100
Polysorbat 80
Cremophor® EL

48,4 (46,9-50,0)
279 (207-378)
159000 (116000-217400)
98400 (91200-106000)

8,98 (6,91-11,7)
48,1 (41,4-55,8)
160 (135-191)
26000 (18100-37500)

Poloxamer® 188

Bei allen Substanzen nimmt die In-vitro-Toxizitat in unterschiedlichem Ausmalfd mit der Zeit
zu. Entsprechend sind die CCsy-Werte sowohl bei HaCaT- als auch bei U937-Zellen nach 24
Stunden geringer als nach 1 Stunde. Besonders ausgepragt ist die zeitabhédngige Zunahme
der Zytotoxizitat bei Exposition der U937-Zellen mit dem Polyethylenglycolrizinusél Cremo-
phor® EL. Die Zytotoxizitit der Substanz in U937-Zellen ist hier nach 24-stiindiger Exposition
1000fach hoher als nach 1-stiindiger Exposition.

Die U937-Zellen sind gegenuber den Testsubstanzen im allgemeinen empfindlicher als die
Keratinozyten. Die Zytotoxizitat ist hier im Vergleich zu den HaCaT Zellen nach 24 Stunden
um den Faktor 2 bis 10 erh6ht. Auffallig ist, dass Sojalecithin im Gegensatz zu allen anderen
getesteten Substanzen wesentlich toxischer fur die Keratinozyten als fir die U937-Zellen ist
(100fach). Cremophor® EL weist nach 24 Stunden gegeniiber beiden Zellarten die gleiche
Zytotoxizitat auf, obwohl Cremophor® EL nach 1 Stunde gegeniiber den HaCaT-Zellen noch

20fach toxischer als gegeniiber den U937-Zellen ist.
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Tabelle 42: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCso) der untersuchten Tenside in

HaCaT-Zellen (XTT-Test)

Substanzen

Exposition: 1h
CCso [pg/ml]

Exposition: 24h
CCso [pg/ml]

Benzalkoniumchlorid

15,2 (10,8-21,4)

2,46 (2,30-2,63)

Natriumcetylstearylsulfat

66,8 (53,3-83,7)

6,28 (5,73-6,90)

Natriumdodecylsulfat

56,4 (51,2-62,2)

17,9 (14,4-22,4)

Natriumdodecylethersulfat

47,5 (43,1-52,4)

14,0 (11,4-17,2)

Cocamidopropylbetain

44,1 (37,2-52,2)

10,9 (6,97-17,1)

Sojalecithin 9610 (5120-18000) 81,6 (64,3-104)
Cremophor® A25 48,7 (37,5-63,1) 4,65 (3,42-6,32)
Brij®78 45,0 (33,7-59,9) 4,14 (4,00-4,29)

Triton® X-100
Polysorbat 80
Cremophor® EL

84,9 (73,7-98,0)
302 (182-503)
7100 (4010-12600)
131000 (117000-148000)

26,0 (18,7-36,0)
87,2 (58,9-129)
153 (107-218)
44200 (33900-57700)

Poloxamer® 188

In den Abbildungen 134 bis 137 sind die Zytotoxizitaten der untersuchten Tenside an U937-
und HaCaT-Zellen nach 1 und 24 Stunden Exposition als Konzentrations-Wirkungs-Kurven
dargestellt. Folgende Abkiirzungen wurden verwendet: Polox = Poloxamer® 188, CrEL =
Cremophor® EL, Leci = Sojalecithin, Polys = Polysorbat 80, Triton = Triton® X-100, SDS =
Natriumdodecylsulfat, SDES = Natriumdodecylethersulfat, Coc = Cocamidopropylbetain,
SCSS = Natriumcetylstearylsulfat, Brij = Brij®78, CrA = Cremophor® A25, Benz =
Benzalkoniumchlorid.

Die Zytotoxizitat der untersuchten Tenside nimmt unabhéngig von der verwendeten Zelllinie
in folgender Reihenfolge zu (24 Stunden Exposition): Poloxamer® 188 < Cremophor® EL <
Sojalecithin < Polysorbat 80 < Triton® X-100 < Natriumdodecylsulfat = Natriumdodecylether-
sulfat = Cocamidopropylbetain < Natriumcetylstearylsulfat = Brij°78 = Cremophor® A25 <
Benzalkoniumchlorid. Die Einordnung von Sojalecithin in diese Reihe erfolgte im Gegensatz
zu den anderen Tensiden relativ willkirlich. Die Zytotoxizitatswerte liegen hier zwischen
denen von Poloxamer® 188 und Triton® X-100.

Abgesehen davon, dass das Kkationische Tensid Benzalkoniumchlorid die hochste
Zytotoxizitdt aufweist, ist kein Zusammenhang zwischen der Ladung der hydrophilen

Gruppen und der Zytotoxizitat der Tenside zu erkennen.
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Abb. 134: Zytotoxizitat von Tensiden an U937-Zellen nach 1 Stunde Exposition bei 37°C
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Abb. 135: Zytotoxizitat von Tensiden an U937-Zellen nach 24 Stunden Exposition bei 37°C
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Abb. 136: Zytotoxizitat von Tensiden an HaCaT-Zellen nach 1 Stunde Exposition bei 37°C

0 1 10 100 1.000 10.000  100.000 1.000.000
Konzentration [pug/ml]

CrEL —a—Polox Leci —o—Polys —e—Triton —&— SDS —A— SDES —— Coc SCSS —=—Brij —&—CrA —o—Benz

Abb. 137: Zytotoxizitat von Tensiden an HaCaT-Zellen nach 24 Stunden Exposition bei 37°C
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Um die Zytotoxizitat der Tenside zu vergleichen, wurde die relative Zytotoxizitat (CC,q)
bestimmt. Als Vergleichssubstanz ist Natriumdodecylsulfat, das oft benutzte Standardirritans,
verwendet worden. In Tabelle 43 sind die relativen Zytotoxizitdtswerte der Tenside an U937-
und HaCaT- Zellen dargestellt.

Die hochste Zytotoxizitat zeigt die kationische Substanz Benzalkoniumchlorid. Deutlich
toxischer (ca. 3-4fach) als das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS) erweisen sich auch
die beiden Polyethylenglycolfettalkoholether Brij°78 und Cremophor® A25 sowie die SDS-
analoge Substanz Natriumcetylstearylsulfat. Lediglich an HaCaT-Zellen nach 1-stindiger
Exposition ist die Zytotoxizitat von Natriumcetylstearylsulfat, Cremophor® A25 und Brij®78 mit
Natriumdodecylsulfat vergleichbar. Das anionische Natriumdodecylethersulfat und die
amphotere Substanz Cocamidopropylbetain zeigen eine ahnliche Zytotoxizitat wie Natrium-
dodecylsulfat.

Tabelle 43: Relative Zytotoxizitat (CC,) der untersuchten Tenside in U937- und HaCaT-
Zellen

Substanzen Exposition: 1h Exposition: 24h
CCrel [%0] CCrel [%]
U937-Zellen | HaCaT-Zellen | U937-Zellen | HaCaT-Zellen
Benzalkoniumchlorid 527 371 945 728
Natriumcetylstearylsulfat 466 84 357 285
Natriumdodecylsulfat 100 100 100 100
Natriumdodecylethersulfat 113 119 73 128
Cocamidopropylbetain 238 128 76 164
Sojalecithin 0,1 0,6 0,07 22
Cremophor® A25 564 116 399 385
Brij®78 456 125 348 432
Triton® X-100 66 66 63 69
Polysorbat 80 11 19 12 20
Cremophor® EL 0,02 0,8 3 12
Poloxamer® 188 0,03 0,04 0,02 0,04

Das nichtionische Octylphenoxypolyethylenglycol Triton® X-100 ist an beiden Zellarten
sowohl nach 1 als auch nach 24 Stunden weniger toxisch als Natriumdodecylsulfat, jedoch
deutlich toxischer als der Spanfettsaureester Polysorbat 80. Natriumdodecylsulfat ist ca.
1,5fach toxischer als Triton® X-100 und 7fach toxischer als Polysorbat 80. Zu den weniger
toxischen Substanzen gehdren mit relativen Zytotoxizitaten zwischen 10 und 0,02 Polysorbat

80, Sojalecithin, Cremophor® EL und Poloxamer® 188.
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4.5.2. Membrantoxizitat

Die Tabelle 44 gibt die MTK-Werte der untersuchten Tenside nach 1 und 24 Stunden
Exposition bei 37°C und nach 1 Stunde bei 4°C wieder. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Membrantoxizitat bei allen Stoffen nach 24 Stunden zunimmt. Sie steigt bei den meisten
Stoffen um den Faktor 2. Bei Sojalecithin ist die Membrantoxizitdt um den Faktor 5 erhoéht.
Besonders auffllig ist die zeitabhangige Zunahme der Membrantoxizitat bei Cremophor® EL,
hier ist die MTK nach 24 Stunden 150mal kleiner als nach 1-stiindiger Exposition.

Die am wenigsten membranschadigende Substanz ist Poloxamer® 188, bei der die MTK uber
50 mg/ml liegt. Die hdchste Membrantoxizitat nach 24-stiindiger Exposition weist Benz-

alkoniumchlorid mit einer MTK von 0,63 pg/ml auf.

Tabelle 44: Minimal toxische Konzentrationen der untersuchten Tenside nach 1 und 24
Stunden bei 4°C und 37°C

Substanzen Exposition: 1h, Exposition: 1h, Exposition: 24h,
4°C 37°C 37°C
MTK [ug/ml] MTK [ug/ml] MTK [ug/ml]
Benzalkoniumchlorid 1,56 2,93 0,63
Natriumcetylstearylsulfat - 1,87 1,48
Natriumdodecylsulfat 5,91 6,76 1,65
Natriumdodecylethersulfat 1,91 3,74 2,09
Cocamidopropylbetain 1,71 2,68 1,96
Sojalecithin 1690 948 179
Cremophor® A25 - 1,64 0,71
Brij®78 1,59 1,66 0,71
Triton® X-100 39,6 41,1 15,8
Polysorbat 80 24,9 80,0 44 4
Cremophor® EL 79200 20300 137
Poloxamer® 188 80700 59600 50500

Bei Sojalecithin, Cremophor® EL und Poloxamer® 188 ist die MTK bei 4°C deutlich groRer als
bei 37°C, sodass in dem Konzentrationsbereich zwischen den MTK-Werten bei 4°C und bei
37°C ein enzymatischer Mechanismus denkbar ware. In den Konzentrationen oberhalb der
MTK bei 4°C ist allerdings wieder die unspezifische Membranschadigung durch die oberfla-
chenaktiven Eigenschaften der Tenside anzunehmen. Bei allen anderen untersuchten Tensi-

den ist die MTK bei 4°C kleiner als bei 37°C. Die [*H]Arachidonséure-Freisetzung erfolgte
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demnach in Kaélte ebenso wie in Warme. Enzymatische Ablaufe kdnnen somit ausge-
schlossen werden.

Fur den Vergleich der Substanzen wurde die relative Membrantoxizitat (MTK,) bestimmt. Als
Vergleichssubstanz ist das Standardirritans Natriumdodecylsulfat verwendet worden. In Ta-

belle 45 sind die Werte der relativen Membrantoxizitat der Tenside dargestellit.

Tabelle 45: Relative Membrantoxizitat (MTK,) der untersuchten Tenside

Substanzen Exposition: 1h Exposition: 24h
MTK el [%] MTK;el [%]
Benzalkoniumchlorid 230 262
Natriumcetylstearylsulfat 361 111
Natriumdodecylsulfat 100 100
Natriumdodecylethersulfat 181 79
Cocamidopropylbetain 236 84
Sojalecithin 0,9
Cremophor® A25 412 232
Brij®78 407 232
Triton® X-100 16 10
Polysorbat 80 8
Cremophor® EL 0,03 1
Poloxamer® 188 0,01

Die Polyethylenglycolfettalkoholether Brij ®78 und Cremophor ® A25, typische Vertreter der
nichtionischen Tenside, sind mit MTK-Werten von 0,71 pg/ml nach 24 Stunden ebenso stark
membrantoxisch wie Benzalkoniumchlorid. Das Standardirritans Natriumdodecylsulfat ist im
Vergleich dazu deutlich weniger toxisch, die MTK ist mit 1,65 pg/ml mehr als doppelt so
grol3. Eine etwa gleiche Membrantoxizitat weisen die drei untersuchten anionischen Tenside
und das amphotere Cocamidopropylbetain nach 24-stiindiger Exposition auf. Deutlich
weniger membranschadigend als Natriumdodecylsulfat sind Triton © X-100 und Polysorbat
80. Natriumdodecylsulfat ist im Vergleich zu Triton® X-100 und Polysorbat 80 nach 24
Stunden 10 bis 25mal starker mebrantoxisch.

Sojalecithin, Cremophor ® EL und Poloxamer © 188 sind mit MTK-Werten tiber 100 pg/ml
vergleichsweise gering membrantoxisch. Da bei Cremophor © EL die Membrantoxizitat mit
der Zeit stark zunimmt, ist hier nach 24 Stunden die relative Membrantoxizitat 1%, nach 1-
stindiger Exposition liegt sie bei 0,03%. Die am geringsten membrantoxische Substanz ist
das nichtionische Block-Polymer Poloxamer © 188. Nach 24-stiindiger Exposition liegt die

relative Membrantoxizitat bei 0,003%.
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Abb. 138: Prozentuale [*H]Arachidonsaure-Freisetzung von Tensiden nach 1 Stunde Exposition bei 37°C
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Abb. 139: Prozentuale [*H]Arachidonsaure-Freisetzung von Tensiden nach 24 Stunden Exposition bei 37°C

Zum Vergleich der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen der [*H]Arachidonséure-Frei-

setzung der untersuchten Tenside ist in den Abbildungen 138 und 139 die prozentuale
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[®H]Arachidonséure-Freisetzung der Tenside im Vergleich zur Positivkontrolle mit 320 pg/ml
Natriumdodecylsulfat dargestellt.

Nach 24-stindiger Exposition verlaufen die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der untersuch-
ten Tenside mit Ausnahme von Cremophor® EL annéhernd parallel. Bei Benzalkoniumchlorid
verlauft die Konzentrations-Wirkungs-Kurve bis zum Maximum parallel. Die Konzentrations-
Wirkungs-Kurve von Cremophor® EL ist nicht so steil wie die der anderen Tenside.
Ergdnzend zu Konzentrations-Wirkungs-Kurven sind in der Tabelle 46 die Werte fur die
halbmaximale [*H]Arachidonséaure-Freisetzung (RCso) der Tenside aufgefiihrt.

Bei Benzalkoniumchlorid war ein Maximum im Bereich von 10 bis 20% [*H]Arachidonséure-
Freisetzung zu beobachten. Infolge dessen konnte eine RCs, nicht bestimmt werden. Auch
bei 1-stiindiger Exposition mit Polysorbat 80 und Poloxamer® 188, bei 24-stiindiger Expo-
sition mit Sojalecithin und bei Cremophor® EL konnte keine halbmaximale [*H]Arachidon-

saure-Freisetzung bestimmt werden.

Tabelle 46: Halbmaximale [*H]Arachidons&ure-Freisetzung (RCso) der untersuchten Tenside

Substanzen

Exposition: 1h, 37°C
RCso [pg/ml]

Exposition: 24h, 37°C
RCso [pg/ml]

Benzalkoniumchlorid

nicht bestimmbar

nicht bestimmbar

Natriumcetylstearylsulfat

28,3 (23,7-33,9)

19,9 (13,8-28,8)

Natriumdodecylsulfat

61,6 (52,0-72,9)

38,0 (29,4-49,2)

Natriumdodecylethersulfat

23,9 (20,2-28,3)

14,2 (12,0-16,9)

Cocamidopropylbetain

33,7 (25,7-44,3)

21,1 (14,8-30,0)

Sojalecithin 43900 (35400-54500) nicht bestimmbar
Cremophor® A25 57,4 (28,8-115) 5,91 (4,33-8,07)
Brij®78 26,5 (22,2-31,6) 7,71 (6,15-9,66)

Triton® X-100

144 (125-165)

110 (90,2-134)

Polysorbat 80

nicht bestimmbar

490 (429-561)

Cremophor® EL

nicht bestimmbar

nicht bestimmbar

Poloxamer® 188

nicht bestimmbar

449000 (183000-1100000)

Die Membrantoxizitat der untersuchten Tenside nimmt in folgender Reihenfolge zu (24
Stunden Exposition): Poloxamer® 188 < Cremophor® EL = Sojalecithin < Polysorbat 80 <
Triton® X-100 < Natriumdodecylsulfat = Natriumdodecylethersulfat = Natriumcetylstearyl-
sulfat = Cocamidopropylbetain < Brij® 78 = Cremophor® A25 = Benzalkoniumchlorid. Auch
bei der Membrantoxizitat ist kein Zusammenhang mit der Ladung der hydrophilen Gruppe

der oberflachenaktiven Substanzen nachzuweisen.
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4.5.3. Vergleich von Zytotoxizitat und [*H]Arachidonsaure-Freisetzung

In den Tabellen 47 und 48 sind die halbmaximalen zytotoxischen Konzentrationen (CCsg) der
MTK gegenubergestellt. Zusatzlich ist die bei der MTK bestimmte Zytotoxizitat in den
Tabellen enthalten.

Tabelle 47: Gegenuberstellung von Zytotoxizitdt und Membrantoxizitdt nach 1-stiindiger

Exposition mit den untersuchten Tensiden

Substanzen CCsg bei 37°C, 1h MTK (37°C, 1h)| Zytotoxizitat
[ug/ml] [ug/ml] bei MTK [%]
Benzalkoniumchlorid 6,05 (5,21-7,03) 2,93 8,92
Natriumcetylstearylsulfat 6,85 (5,93-7,92) 1,87 0
Natriumdodecylsulfat 31,9 (23,2-44,0) 6,76 0
Natriumdodecylethersulfat 28,1 (20,1-39,2) 3,74 0
Cocamidopropylbetain 13,4 (12,0-14,9) 2,86 0
Sojalecithin 31900 (13400-75700) 948 0
Cremophor® A25 5,66 (3,78-8,49) 1,64 0
Brij®78 7,00 (6,08-8,06) 1,66 0
Triton® X-100 48,4 (46,9-50,0) 41,1 39,9
Polysorbat 80 279 (207-378) 80,0 17,6
Cremophor® EL 159000 (116000-217400) 20300 0
Poloxamer® 188 98400 (91200-106000) 59600 17,2

Bei 1-stiindiger Exposition ist nur bei vier der elf untersuchten Tenside eine Zytotoxizitat bei
der MTK (10 bis 40%) nachweisbar. Nach 24 Stunden hingegen ist bei fast allen unter-
suchten Tenisden aul3er bei Natriumdodecylsulfat und Natriumdodecylethersulfat eine deut-
liche Zytotoxizitat bei der MTK (5 bis 75%) nachzuweisen.

Nach 24-stindiger Exposition stimmt die Rangfolge der Membrantoxizitat der Tenside
weitestgehend mit der ihrer Zytotoxizitat Gberein. Die In-vitro-Toxizitdt der Tenside nimmt in
folgender Reihenfolge zu: Poloxamer® 188 < Cremophor® EL < Sojalecithin < Polysorbat 80
< Triton® X-100 < Natriumdodecylsulfat = Natriumdodecylethersulfat = Cocamidopropylbetain
< Natriumcetylstearylsulfat < Brij°78 = Cremophor® A25 = Benzalkoniumchlorid.

Nach 1-stiindiger Exposition ist die Ubereinstimmung der beiden Methoden ebenfalls gut,

jedoch ist Benzalkoniumchlorid hier weniger membrantoxisch.
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Tabelle 48: Gegentberstellung von Zytotoxizitat und Membrantoxizitdt nach 24-stindiger

Exposition mit den untersuchten Tensiden

Substanzen CCso bei 37°C, 24h | MTK (37°C, 24h) | Zytotoxizitat bei
[Hg/ml] [Hg/ml] MTK [%]

Benzalkoniumchlorid 0,60 (0,47-0,78) 0,63 51,2
Natriumcetylstearylsulfat 1,59 (1,33-1,91) 1,48 46,4
Natriumdodecylsulfat 5,67 (4,06-7,92) 1,65 0
Natriumdodecylethersulfat 7,81 (6,71-9,08) 2,09 0
Cocamidopropylbetain 7,47 (6,29-8,86) 1,96 4,80
Sojalecithin 7920 (3220-19500) 179 3,56
Cremophor® A25 1,42 (1,38-1,46) 0,71 11,5
Brij®78 1,63 (1,21-2,21) 0,71 13,1
Triton® X-100 8,98 (6,91-11,7) 15,8 67,4
Polysorbat 80 48,1 (41,4-55,8) 44 4 45,7
Cremophor® EL 160 (135-191) 137 42,1
Poloxamer® 188 26000 (18100-37500) 50500 77,6

4.5.4. Apoptose und morphologische Zellveranderungen

Bei allen untersuchten Tensiden waren erhéhte Mengen Histon-assoziierter-DNA-Fragmente
nachzuweisen. Auch die durchflusszytometrischen Bestimmungen bestatigen, dass alle Ten-
side in unterschiedlichem Ausmald Apoptose induzieren. Vor allem bei geringen Konzentra-
tionen konnte Apoptose beobachtet werden. Hohere Konzentrationen fuhren jedoch
vorrangig zu Nekrose. Das ist aus den Dotplots und den morphologischen Veranderungen
ersichtlich.

Bei U937-Zellen konnten apoptotische Kérperchen nach Inkubation mit Triton® X-100, Poly-
sorbat 80, Cremophor® EL, Natriumdodecylsufat, Natriumcetylstearylsulfat, Benzalkonium-
chlorid und Cocamidopropylbetain beobachtet werden. HaCaT-Zellen zeigen nach
Inkubation mit Triton® X-100, Polysorbat 80, Benzalkoniumchlorid und Cocamidopropylbetain
Veranderungen, die auf Apoptose schliel3en lassen.

Zur kompletten Lyse der U937- und der HaCaT-Zellen fuhrten alle Tenside aul3er
Cremophor® A25, Brij®78, Poloxamer® 188 und Sojalecithin. Cremophor® EL filhrte nur nach
24 Stunden Exposition zur kompletten Lyse der U937-Zellen.
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Tenside sind Substanzen mit grenzflachenaktiven Eigenschaften, die in groRem Umfang als
Hilfsstoffe in der Pharmazie eingesetzt werden. Sie mussen neben den gewiinschten
pharmazeutisch-technologischen Eigenschaften vor allem eine gute physiologische Vertrag-
lichkeit aufweisen. Mit Hilfe mehrerer In-vitro-Testsysteme und an zwei Zellkulturen wurden
wichtige Vitalitatsmerkmale der Zelle, wie die Integritat der Zellmembran, die Stoffwechsel-
aktivitat sowie morphologische Zellverdnderungen und der Mechanismus des Zellsterbens
untersucht. Die ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen und die errechneten
KenngroRen sollen dazu dienen, das Irritationspotenzial von 12 offizinellen Tensiden, die
eine grol3e Rolle in unserem taglichen Leben und in der pharmazeutischen Praxis spielen,
und die die wichtigsten Gruppen der Tenside vertreten, zu beurteilen.

Methoden zur Bestimmung des Irritationspotenzials

Zur Bestimmung des lIrritationspotenzials von Tensiden sind verschiedene Testansatze
moglich. Grundsétzlich muss zwischen In-vivo- und In-vitro-Methoden unterschieden werden.
In der Tabelle 49 sind einige In-vivo-Methoden zur Ermittlung lokaler Irritationen aufgefuhrt.
Bei den angegebenen Literaturstellen wurden die Methoden vor allem zur Untersuchung von
Tensiden verwendet.

Das Irritationspotenzial an der Haut kann in vivo an freiwilligen Probanden oder Patienten
bestimmt werden. Es gibt daneben auch Methoden zur Bestimmung von Hautirritationen am
Tier, die jedoch sehr schlecht reproduzierbar und invasiv sind [81]. Auch steht der Aufwand
derartiger Tierversuche nicht im Verhéaltnis zu deren Nutzen. So wurde z.B. Nacktmausen
menschliche Haut auf den Rucken transplantiert, um Untersuchungen an der menschlichen
Haut durchzufihren [227].

Die Ergebnisse von Tierversuchen zur Bestimmung einer Hautirritaion variieren sehr stark,
da die Unterschiede zwischen den Spezies wie z.B. Mensch, Meerschweinchen und Kanin-
chen sehr grof3 sind [97]. Das Kaninchen reagiert wesentlich empfindlicher als der Mensch
[97]. Da die Tiere rasiert werden mussen, reagiert die Haut deutlich starker [81, 97, 105].
Reproduzierbarkeit, Zulanglichkeit und Voraussagemdglichkeit des Patchtests am rasierten
Kaninchen und anderen Tieren werden immer mehr in Frage gestellt [97].

Auf solche Tierversuche kann durchaus verzichtet werden, zumal die gewonnenen Aus-
sagen hochstens denen eines Screening entsprechen [170]. Wegen des hohen Versuchs-
aufwandes, der starken Belastung des Versuchstieres und der erwahnten Unzuverlassigkeit
sollten derartige Versuche der Vergangenheit angehoren. Wesentlich besser geeignete
Screening-Methoden zur Abschatzung des Hautirritationspotenzials sind Zytotoxizitatsunter-

suchungen, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurden.
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Tabelle 49: Einige gebrauchliche Methoden zur Ermittlung lokaler Irritationen in vivo

Haut Auge Weitere Methoden
T i e r v e r s uc h e
Tiere Nachweis- Tiere Nachweis- Tiere Nachweis-
methoden methoden methoden
» Ratte [81, » Morphologie |>» Kanin- » Vermessung der | » Maus » Atemfrequenz als
176, 185] von Gewebe- chen Hornhautdicke [41] MaR fir Irritatio-
» Kaninchen schnitten evtl. [124, [124, 129] nen im oberen
[67, 81, 105, nach Trypan- 129] » Untersuchung Respirationstrakt
170] blaufarbung » Ratte morphologischer [41]
» Meerschwein- [81, 140] [157] Hornhautveran-
chen [81, » Visueller derungen [124,
170, 185] Score [67, 157]
» Maus [140] 105, 170, » Visueller Score
185] [67, 129]
Tests an Probanden und Patienten
» Patch-Test » Visueller » Untersu- |» Visueller Score
mit und ohne Score [6, 7, chungen [112]
Okklusion [6, 81, 185] an der
7,24,74,81, | » TEWLI6, 7, Mund-
145, 146, 74, 145] schleim-
185, 236] » Vermessung haut
v. Erythemen, [112,
Desquama- 113]
tion, Hydrata-
tion [6, 7, 24,
74, 236]

Hautirritationen sind vor allem mit Entziindungsreaktionen wie Ro6tung, Odemen und
Schmerz sowie mit mehr oder weniger starker Zytotoxizitat verbunden. Dabei ist es durchaus
von Interesse, ob der Zelltod nekrotischer oder apoptotischer Art ist. Denn nekrotische
Zellveranderungen fuhren in der Regel auch zur Beeintrachtigung des umgebenden
Gewebes [97, 171], was bei der Apoptose nicht der Fall ist [69, 70].

Nach umfassenden Zytotoxizitatsuntersuchungen sind die erwahnten In-vivo-Tests an
Freiwilligen am besten zur Bestimmung von Irritationen an der Haut geeignet. Bei solchen
Tests sind auch gute Korrelationen von subjektivem Score und objektiven Parametern, wie
z.B. dem transepidermalen Wasserverlust (TEWL), gefunden worden [6, 7, 72]. Objektive
Daten sind jedoch in jedem Fall zuverlassiger [72, 145].

Irritationen am Auge kdnnen aus ethischen Grinden in vivo nur am Tier untersucht werden.

Als Standardtest galt hier lange Zeit der Draize-Test am Kaninchen-Auge. Dieser Test ist
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jedoch sehr invasiv und oft nicht reproduzierbar [67, 129, 211]. Bei Untersuchungen am
Auge sind signifikante Interspeziesvariationen zwischen Hund, Schwein und Kaninchen
gefunden worden [97]. Auch gilt zu bedenken, dass sich das menschliche Auge vor allem
durch die Hornhautdicke, die fehlende Nickhaut, die Pufferkapazitat der Tranenflissigkeit
sowie dem Blinzelreflex vom Kaninchenauge unterscheidet [114, 211].

Der Draize-Test gerat wegen ethischer Aspekte und der mangelhaften Aussagekraft und
Reproduzierbarkeit immer mehr in die Kritik [114, 211]. In Ringversuchen wurden Substan-
zen von den einzelnen Labors teilweise sehr unterschiedlich bewertet. Ein und dieselbe
Substanz wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen als nicht bzw. stark irritierend eingestuft
[114]. Ursache hierfur ist die subjektive Einschatzung beim Ablesen der Reaktionen und
beim Ablesen der Bewertungsskala [129, 211]. Alternativ werden objektive Parameter wie
Hornhautdicke und -veranderung gemessen [124, 129].

Da bei Augenirritationen der Zelltod eine Schliisselrolle spielt und derzeit keine zuverlassige
In-vivo-Methode zur Verfigung steht, kommt hier den spezifischen Untersuchungen an
Zellen grol3e Bedeutung zu [124, 157].

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Methoden verwendet, mit denen spezifische
Funktionen der Zelle und Zellstrukturen analysiert wurden, um so eine Toxizitat an der Zelle
nachzuweisen.

Eine Zytotoxizitdt kann durch verschiedene Mechanismen ausgeldst werden. Wichtige
Angriffspunkte fur toxische Substanzen sind dabei die Storung der Membranfunktion, der
Redoxhomoostase, der ATP- und Makromolekilsynthese sowie eine Schéadigung des
Erbguts [198]. Toxische Zellverdnderungen kdnnen dabei reversibel sein, wie z.B. eine
Bindung an Rezeptoren, die Komplexbildung mit Enzymen oder Permeabilitatsverande-
rungen von Membranen. Einige Zellver&nderungen sind jedoch irreversibel, z.B. Reaktionen
wie Oxidation, Hydrolyse oder Bildung kovalenter Bindungen sowie eine massive Stérung
der Membranfunktion [198]. Dabei gilt immer, dass Wirkungen, die Uber einen
physiologischen Schwankungsbereich hinausgehen, zum Tod der Zelle fuhren. Dieser kann
nekrotisch oder apoptotisch sein [198].

Es gibt sehr viele unterschiedliche Methoden um den Zelltod zu bestimmen. Bei den meisten
Methoden wird zu einem festgelegten Zeitpunkt (Endpunkt) ein spezieller Parameter
ermittelt, der eine typische Funktion der Zelle kennzeichnet, die bestimmend fir deren
Vitalitdt ist. In der Tabelle 50 sind einige gebrauchliche Methoden zur Ermittlung der
Zytotoxizitat aufgelistet. Bei den angegebenen Literaturstellen wurden die Tests vor allem
zur Untersuchung von Tensiden oder als Ersatzmethode zur Bestimmung lokaler Irritationen

verwendet.
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Tabelle 50: Einige gebréuchliche Methoden zur Ermittlung der Zytotoxizitat

Prinzip

Methode

Literatur

Bestimmung physiologischer Leistungen

Aktive Aufnahme
von Stoffen durch
die Zelle als MaR}

Neutralrot-
Aufnahme-Test

nach Aufnahme des Farb-

stoffes bzw. des Nukleosi-

[17, 22, 47, 62, 87, 90,
101, 126, 139, 141, 142,
143, 146, 154, 162, 174,
188, 194, 207, 237, 244]

Y d hot trische bzw.
e als M [3H]Ur|d|n- es photometrische bzw [139]
far ihre Vitalitat Aufnahme-Test radiographische Messung
XTT-Test nach Reduktion der Tetra- | [36, 188]
i - 12, 22, 26, 47, 52, 56,
Reduktionsver MTT-Test zoliumsalze zu farbigen [

maogen lebender

Formazanen bzw. der BG-

Leukobase zu griinem

60, 76, 90, 92, 93, 94,
101, 126, 137, 154, 161,
164, 174, 177, 180, 224,
234, 245]

Zellen Bindschedler's Griin- | Farbstoff photometrische [244]
Leukobase-Test (BG) |Messung
[*H]Thymidin-Test  |fluorimetrische bzw. auto- | [22, 102]
DNA- o. Protein- Farbung mit radiographische Bestim- [26]
) Hoechst 33258 mung der DNA-Menge
gehalt als MaR far Kenacidblau- photometrische bzw. radio- | [42, 87, 154, 182, 197]
Férbung graphische Bestimmung

die Zellzahl

[*H]Prolin-Test

Bio-Rad-Farbung

des Gesamtproteingehaltes

der Zelle

[19]

[136, 154, 188, 194]

Enzyme u. Sub-
strate als Mal3 ftr
den Stoffwechsel
lebender Zellen

Intrazellulares ATP | luminometrische Best. [37]
Lactatproduktion photometrische Best. [182]
Glukoseverbrauch [174]

Best. im Autoanalyser

Freisetzung v.

LDH-Freisetzung

Best. im Autoanalyser

[12, 76, 90, 101, 126,154,
160, 174, 194, 219]

5 :j@' intrazellularen 3-NAG-Freisetzung |Best. im Autoanalyser [160, 174]
_Cc’) GEJ) Stoffen, Farbstof- Hamolyse photometrische Messung | [25, 156, 169, 187, 175]
% E fen bzw. Membran- Negtralrot- photometrische Messung (136, 137, 154]
E g ' Freisetzung
g = bestandteilen [3H]Arachidons'aure radiographische Messung | [39, 133, 134, 164, 222]
é £|Aufnahme des Trypanblaufarbung |Auszahlung der Zellen [56, 179, 188]
= T
Farbstoffes durch Janus-Griunfarbung |photometrische [180]
tote Zellen Bestimmung
Agar—OverIay—Test Sichtbarmachen der [154, 194]
Kenntlichmachen Zelllyse (Lysehofe)
- Licht- u. Elektronen- [17, 27, 94, 104, 153,
S Mikrosk 177, 178, 237, 190, 200,
= morphologischer XTOSXOP 218 220]
E Farbemethoden Durchflusszytometrie, [126, 153, 186, 229]
§ Mikroskop
o Zellveréanderungen Kristallviolett-Farbung, [98, 104]
o
g Zellzahl Durchflusszytometrie,
Zahlkammer, Counter
Zelladhasion [102, 154]
Zellvolumen [98, 238]
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Es werden bei den aufgefiihrten Methoden entweder spezielle physiologische Leistungen,
die nur von der lebenden Zelle erbracht werden kdnnen, untersucht oder es wird mit unter-
schiedlichen Methoden die Membranintegritat bestimmt. Doch auch morphologische Veran-
derungen an der Zelle spielen eine grof3e Rolle bei zytotoxikologischen Untersuchungen. In
der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Methoden verwendet, bei denen alle drei Nachweis-

Prinzipien zur Bestimmung der Toxizitat an der Zelle genutzt wurden.

Das Vitalitatsmerkmal Reduktionsvermdgen wurde mit einem XTT-Test bestimmt. Bei die-
sem Test wird wie beim MTT-Test das Reduktionsvermégen mitochondrialer Dehydroge-
nasen lebender Zellen bestimmt.

Eine gute Ubereinstimmung des MTT-Tests mit In-vivo-Studien wurde fiir Tenside in zahl-
reichen Arbeiten nachgeweisen. Gut korrelierten die Ergebnisse des MTT-Tests mit dem
Augenirritationstest am Kaninchen nach Draize [101, 177]. Die In-vitro-Versuche wurden an
Cornea-Zellen vom Kaninchen [101] oder rekonstruiertem Cornea-Epithel vom Rind [177]
durchgefihrt. Bei den Versuchen an den Kaninchen-Cornea-Zellen wurde das gleiche Ran-
king wie in der vorliegenden Arbeit (Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat > Triton® X-
100) ermittelt [101].

Gut korrelierten Ergebnisse des MTT-Tests an primaren und permanenten Keratinozyten mit
der in vivo bestimmten Hautirritation am rasierten Kaninchen. In dieser Studie wurde eben-
falls das gleiche Ranking wie in der vorliegenden Arbeit (Benzalkoniumchlorid > Natrium-
dodecylsulfat = Cocamidopropylbetain) gefunden [234].

Auch Tests am Menschen, wie der Patch-Test an der Haut, zeigten eine gute Uberein-
stimmung mit dem MTT-Test [60, 137, 174]. Die Untersuchungen wurden an primaren
Keratinozyten [137, 174] oder am humanen Hautmodel [60, 174] durchgefuhrt. Auch bei
einer solchen Studie wurde das gleiche Ranking wie in der vorliegenden Arbeit (Benz-
alkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat > Polysorbat 80) festgestellt [174].

In einer weiteren Studie wurde wie in der vorliegenden Arbeit der XTT-Test an HaCaT-Zellen
durchgefuihrt. Beim Vergleich der Ergebnisse des XTT-Tests mit den Ergebnissen eines
Patch-Tests wurde eine sehr gute Ubereinstimmung gefunden. Die Ergebnisse des XTT-
Tests entsprachen denen der vorliegenden Arbeit (Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecyl-
sulfat > Polysorbat 80) [36].

Der haufig verwendete MTT-Test hat den Nachteil der Wasserunloslichkeit des gebildeten
Formazans [199]. Die Vorteile des XTT-Tests gegeniiber dem MTT-Test bestehen vor allem
in der einfacheren Handhabung sowie im Wegfall der Verwendung toxischer Losungsmittel
[36, 135]. AulRerdem sind nach Durchfihrung des MTT-Tests die Zellen durch die Kristalle

des wasserunléslichen Formazans zerstort [121].
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Zu bedenken ist jedoch, dass auch das Substrat XTT gewisse toxische Eigenschaften hat.
Wie in der vorliegende Arbeit nachgewiesen werden konnte, betrégt die Zytotoxizitat von
XTT 84%. XTT verursachte deutliche morphologische Verédnderungen an den HaCaT-Zellen.
Des Weiteren wurde durch das Substrat die Zytotoxizitat von Cremophor® EL verstérkt. Wird
der Test wie beschrieben durchgefiihrt, ist nicht auszuschlieRen, dass bei der 2-stiindigen
Inkubation mit dem Substrat weitere Schaden an den Zellen auftreten, vor allem dann, wenn

Stoffe untersucht werden, deren Zytotoxizitat mit der Zeit stark zu nimmt.

Um Stérungen der Membranintegritat der Zelle zu untersuchen, wurde der AART verwendet,
da bei diesem Test nicht die Freisetzung eines intrazellularen Stoffes, sondern die
Herauslésung eines Bestandteils der Zellmembran bestimmt wird.

Auch die Freisetzung der Arachidonséure aus der Zellmembran wurde in einigen Arbeiten
mit unterschiedlichen Tests untersucht. Dabei wurde fiir Tenside eine gute Ubereinstimmung
mit In-vivo-Tests nachgewiesen [39, 56, 164]. In einer der Studien wurden mehrere Tenside,
die auch in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, getestet. Ein gleiches Ranking (Benz-
alkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat > Polysorbat 80) wurde festgestellt [164].

Die Arachidonséure kann dabei wie im AART als [*H]JArachidons&ure radiographisch oder mit
HPLC direkt bestimmt werden. Die Vorteile der Bestimmung der [*H]Arachidons&ure sind
zum einen eine wesentlich einfachere Handhabung zum anderen die Erfassung aller
Arachidonsaurederivate, wie Metabolite der Arachidonsaure und in Phosphoglyceride einge-
baute Arachidonsaure.

Auch mit der Trypanblaufarbung kann eine gestorte Membranintegritit der Zelle
nachgewiesen werden. Nachteile der Trypanblaufarbung sind die Toxizitat des Farbstoffs
sowie die Tatsache, dass die Zellen ausgezahlt werden muissen und nicht photometrisch
vermessen werden kénnen. AuRerdem kénnen lysierte Zellen nicht erfasst werden. Zudem
ist die Methode relativ aufwendig. Es muss wegen der Toxizitat des Trypanblaus sehr zigig
gearbeitet werden. Wegen dieser Nachteile wurde die Trypanblaufarbung nur bei zwei

Tensiden durchgefihrt.

Als drittes Nachweis-Prinzip zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurden in der vorliegenden
Arbeit morphologische Veranderungen an den Zellen beobachtet. Auch morphologische
Zellveranderungen korrelierten in mehreren Studien gut mit In-vivo-Daten [27, 101, 104, 167,
237].

Bei der Verwendung verschiedener Methoden spielen jedoch auch die Versuchsbedingun-
gen eine Rolle. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, wurden zumindest

nach 24-stiindiger Exposition unter AART-Bedingungen die Zellen etwas weniger geschadigt
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als bei der Zytotoxizitatsbestimmung. Ursache hierfur ist wahrscheinlich, dass fir eine
Suspensionszellkultur die Inkubation in Rohrchen gunstiger ist als auf der Mikrotiterplatte.
AulRerdem verringert die Verwendung von FCS die Zytotoxizitat, wie in einer Studie fest-
gestellt wurde [47]. Die Reihenfolge der Toxizitéat der untersuchten Substanzen wurde in
dieser Studie jedoch nicht beeinflusst [47].

Unabhangig von diesen auf die Versuchsbedingungen zuriickzufiihrenden Unterschieden in
der Toxizitat, waren in der vorliegenden Arbeit die Mitochondrien nach kirzerer Exposition
und bei geringeren Tensid-Konzentrationen bereits beeintréachtigt. Die Membran wurde erst
nach langerer Exposition und bei hoheren Konzentrationen so geschadigt, dass Arachidon-
saure freigesetzt wurde. Ahnliche Ergebnisse bei Tensiden sind auch von einer anderen
Arbeitsgruppe gefunden worden, die MTT-Test und LDH-Freisetzung als Methoden nutzte.
Auch hier fand die LDH-Freisetzung im Vergleich zum MTT-Test spater und bei héheren
Konzentrationen statt [76].

Bei allen Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitat werden einzelne Vitalitdtsmerkmale der
Zelle untersucht. Es ist moglich, dass die Ergebnisse verschiedener Methoden voneinander
abweichen [154, 188]. Deshalb ist es wichtig, mehrere unterschiedliche Methoden zur
Ermittlung der Zytototxizitdt zu verwenden. Um zuverlassige Vorhersagen zum lIrritations-
potenzial einer Substanz zu treffen, sind unbedingt mehrere Endpunkte zu verschiedenen
Zeitpunkten notig. Auch andere Autoren fordern Endpunkte, die durch unterschiedliche
Methoden bestimmt werden [101, 188, 194, 224]. Durch die Ergebnisse der verschiedenen
Methoden sind auch Ruckschlisse auf den toxischen Mechanismus einer Substanz mdglich
[188].

In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb drei unterschiedliche Methoden zur Zytotoxizitats-
bestimmung sowie zwei Zelltypen verwendet. Auf die Verwendung von primaren Zellkulturen
wurde verzichtet, da die Ubereinstimmung der Zytotoxizitatsergebnisse bei primaren und

permanenten Kulturen sehr gut bewertet wurde [104].

Bei den Untersuchungen zur Art des Zelltodes wurden in dieser Arbeit ebenfalls verschie-
dene Methoden verwendet. Zwei typische Merkmale der Apoptose, Histon-assoziierte DNA-
Fragmente in den Zellen und die Aufhebung des Phosphatidylserin-Gradienten an der
Zellmembran, wurden dabei untersucht [70, 226].

Zur Bestimmung der Art des Zelltodes waren die Beobachtungen der morphologischen
Zellverdnderungen ebenfalls sehr hilfreich. Bei der Bewertung der mikroskopischen Bilder
der U937-Zellen konnte auf andere Studien zuriickgegriffen werden [59, 96, 125, 128, 195,
196, 223, 239]. Die Abbildungen der apoptotischen U937-Zellen der aufgefiihrten Studien
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glichen denen in der vorliegenden Arbeit. Auch fir apoptotische HaCaT-Zellen standen in

der Literatur Abbildungen zum Vergleich zur Verfigung [11, 111].

Zur Ermittlung von unbekannten lokalen Irritationen sind im Vorfeld durchgefuhrte
Untersuchungen zur Zytotoxizitat mit verschiedenen Endpunkten unerldsslich. Es kénnen
neben einer Voreinstufung zur Gefahrlichkeit der Substanzen auch wichtige Informationen
zum Mechanismus der Toxizitéat der Substanzen gewonnen werden [90, 139].

Diesen zytotoxikologischen Untersuchungen sollten ganz spezifische In-vitro-Tests folgen,
die den spezifischen Mechanismus der Testsubstanzen und die entsprechenden Eigen-
schaften des betroffenen Organs bertcksichtigen [141].

Es wird kritisiert, das fur Haut- und Augenirritationen das gleiche Modell verwendet wird. Bei
zytotoxikologischen Untersuchungen, die immer nur Voruntersuchungen darstellen, bei
denen wichtige Informationen zu einem komplexen Mechanismus an der Zelle gewonnen
werden, kann dies noch toleriert werden. Ganzlich abzulehnen sind Untersuchungen fir die
Abschatzung von Augenirritazionen an Hautmodellen bzw. Untersuchungen fir die Ab-
schatzung von Hautirritazionen an Augenmodellen. Oft werden bei einer nachgewiesenen
Oculotoxizitdt auch entsprechende Interaktionen mit der Haut angenommen und umgekehrt.
Diese hypothetische Korrelation wurde inzwischen widerlegt [114].

Fur spezifischere Untersuchungen lokaler Irritationen sind Methoden notwendig, bei denen
nicht allein die Zytotoxizitat untersucht wird, sondern spezielle Parameter zur Charakterisie-
rung von Toxizitditsmechanismen der Testsubstanzen unter Beriicksichtigung der betroffenen
Organe bestimmt werden koénnen. In Tabelle 51 sind einige solcher spezifischen Methoden
aufgefiihrt. Die genannten Methoden finden insbesondere bei der Untersuchung von
Tensiden Verwendung.

Erst nach zytotoxikologischen und spezifischen In-vitro-Tests sollten In-vivo-Untersuchungen
durchgefiihrt werden, die so auf einen sehr geringen Umfang begrenzt bleiben kénnen. Auch
Erfahrungswerte aus der Praxis spielen eine Rolle. Nach ihrer Freigabe sollten Substanzen

weiterkontrolliert und eventuell auftretende toxische Wirkungen erfasst werden [97].

Zur Beurteilung des Irritationspotenzials einer bestimmten Stoffgruppe sollten méglichst viele
Vertreter dieser Stoffgruppe mit unterschiedlichen Eigenschaften untersucht werden. Zu
allen in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tensiden gibt es Literaturangaben zu deren
Toxizitat. Jedoch ist die Zahl der untersuchten Tenside in den einzelnen Studien in der Regel
auf ein bis drei Vertreter begrenzt. In der vorliegenden Arbeit sind alle offizinellen, das heif3t
alle wichtigen Tenside aus der pharmazeutischen Praxis, an den gleichen Modellen unter-

sucht worden.

178



5. Diskussion

Tabelle 51: Weitere In-vitro-Methoden zur Bestimmung lokaler Irritationen

Haut Auge Gefalie
Model Bestimmung von: Model Bestimmung von:

» dreidimensionale | > Zytotoxizitat [92, » isolierte » Hornhauttriibung Hyperamie,
Hautepithelzell- 193, 224, 245] Hornh&ute [119] Haemorrhagie,
kulturen, Penetration [37, 193] [100, 119] » Hornhautpas- Koagulation an
Hautmodelle [37, genetischen Markern sage [119] d. Chorionallan-
84, 92,183, 193, [233] » Hornhautdicke toismembran
224, 245] Entziindungsmedia- [100, 129] des bebriteten

toren [92, 183, 224] Huhnereis
morphologischen (HET-CAM-
Veranderungen [183] Test) [139, 156,

» Keratinozyten- Entziindungsme- » isoliertes » Hornhauttriibung 194]
kulturen [141, diatoren [141, 143] Rinderauge und Hornhaut -
143] » genetischen Markern [194] passage [194]

[104, 228]

» humane Echthaut | > morphologischen
[200] Veranderungen [200]

» Tierhautex- » Entziindungsme-
plantate [139] diatoren [166]

» Saugblaschen- » Entziindungsme-

Flussigkeit der diatoren [176]
Haut [176]

Benzalkoniumchlorid

Aus der Gruppe der kationischen Tenside wurde das Benzalkoniumchlorid untersucht.
Kationische Tenside fuhren im Gegensatz zu anderen Tensiden gelegentlich zu oralen
Vergiftungen [99], die unter Umstanden auch tédlich enden konnen [217]. Intravasal
verabreicht verursachen kationische Tenside curareartige Wirkungen [217].

Im Vergleich zu den anderen untersuchten Tensiden weist Benzalkoniumchlorid die héchste
Zytotoxizitat auf. Es ist auch, zumindest nach 24-stiindiger Exposition, das am starksten
membrantoxische Tensid.

Benzalkoniumchlorid ist das einzige untersuchte Tensid, das im AART ein Maximum
aufweist. Es ware falsch daraus zu schlieRen, dass es bei h6heren Konzentrationen zu einer
Verringerung der Membrantoxizitdt von Benzalkoniumchlorid kommt. Obwohl die Zellen bei
hoheren Konzentrationen, z.B. bei 32 pg/ml, weniger oder keine Arachidonsdure mehr
freisetzen, ist die Membran permeabel flr Trypanblau, also keineswegs intakt. Auch im XTT-
Test sind bei diesen Konzentrationen 100% Zytotoxizitat bestimmt worden.
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Da die Arachidonsaure-Freisetzung auch in Kalte, also nicht enzymatisch, erfolgt, kann man
die verringerten Werte freigesetzter Arachidonséure bei hoheren Konzentrationen nicht auf
eine Enzymhemmung zurtckfihren.

Aus den mikroskopischen Beobachtungen der Zellen nach Exposition mit zytotoxischen Kon-
zentrationen geht hervor, dass bei hoheren Konzentrationen im Gegensatz zur Exposition
mit geringeren Konzentrationen keine Lyse der Zellen erfolgt. Die Zellen erscheinen lediglich
verkleinert und behalten eine glatte Oberflache. Die toten Zellen werden in ihrer Form fixiert.
Moglicherweise verursachen hohere Konzentrationen von Benzalkoniumchlorid eine so
starke Denaturierung der Membran-Proteine, dass eine kompakte Struktur der urspring-
lichen Membran erhalten bleibt.

Bei der MTK sind bereits deutliche Zytotoxizitatswerte im XTT-Test bestimmt worden.
Jedoch wurden mit der Trypanblaufarbung nach 1-stiindiger Exposition wesentlich héhere
Werte fur die Zytotoxizitat ermittelt, als im XTT-Test. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass die Membran vor der Schadigung der Mitochondrien bereits durchlassiger ist. Sie ist
jedoch nicht so massiv geschadigt, dass Arachidonsaure freigesetzt wird.

Von anderen Arbeitsgruppen wurden zahlreiche Zytotoxizitatsuntersuchungen mit Benz-
alkoniumchlorid durchgefiihrt. So z.B. an priméaren Hornhautepithelzellen, die Gber 24 Stun-
den mit Phasenkontrastmikroskopie beobachtet wurden. Morphologische Verdnderungen wie
Einstellung der normalen Zytokinese, der Zellbewegung, der mitotischen Aktivitat, sowie
Zelldegeneration und Zellschrumpfung wurden beobachtet. Benzalkoniumchlorid wurde
dabei nur in der Konzentration von 0,01% untersucht [218]. Des Weiteren wurden Mausfibro-
blasten mittels Fluoreszenzmikroskopie und Lebend-Tot-Farbung mit Acridinorange und
Propidiumiodid untersucht. Die 0,01%ige Losung fuhrte nach 25 Minuten zu 90% und nach
40 Minuten zu 100% Zytotoxizitat [229]. Ein Vorteil dieser Methoden gegeniber den Metho-
den, die in dieser Arbeit verwendet wurden, ist die Erfassung zeitlicher Ablaufe im zytotoxi-
schen Geschehen ohne einen fixen Endpunkt, der willkirlich festgelegt wird. Nachteilig ist,
dass keine Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt werden konnen.

Benzalkoniumchlorid bewirkt in geringen Konzentrationen zunachst Apoptose, bei hdheren
Konzentrationen jedoch vor allem Nekrose. Dies wurde im Zusammenhang mit den Zytotoxi-
zitatstests durch Bestimmung Histon-assoziierter DNA-Fragmente, Annexin-V-Farbung und
morphologische Beobachtungen ermittelt.

Apoptose-induzierende Eigenschaften konnten fir Benzalkoniumchlorid auch an einer
konjunktivalen humanen Zelllinie nachgewiesen werden [57, 58]. Die Zellen wurden hier mit
0,1 bis 0,0001% Benzalkoniumchlorid 10 Minuten lang inkubiert und nach Reexposition von
3, 24, 48 und 72 Stunden wurde die Zellzahl, die Zytotoxizitat mit Kristallviolett, die
Expression von Apo 2.7, p53, Fas und Fas-Ligand sowie der DNA-Gehalt und die DNA-
Fragmentierung bestimmt. Morphologische Aspekte wurden mit Kernfarbung analysiert.
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Benzalkoniumchlorid-Konzentrationen von 0,1 und 0,05% fiihrten unmittelbar zur Zelllyse.
Bei 0,01% Benzalkoniumchlorid starben die Zellen nach 24 Stunden hauptsachlich
apoptotisch. Geringe Konzentrationen (0,005 bis 0,0001%) fuihrten dosisabhéngig nach 24
bis 72 Stunden zu Wachstumshemmung und Apoptose. Fas und p53 wurden durch
Benzalkoniumchlorid nicht beeinflusst. Der Fas-Ligand war immer negativ. Wie bei den hier
vorliegenden Ergebnissen fuihrten hohe Konzentrationen von Benzalkoniumchlorid zu
Nekrose, wéhrend Apoptose bei niedrigen Konzentrationen beobachtet wurde [57, 58].

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist folgender Ablauf bei den Zellveranderungen durch
Benzalkoniumchlorid wahrscheinlich: konzentrationsabhéngig findet an den Zellen zunéchst
eine Permeabilitatserhéhung der Zellmembran, anschlieRend eine Reduktion der mitochon-
drialen Aktivitat und dann eine apoptotische Verédnderung statt. Bei hoheren Konzentrationen
kommt es zur nachhaltigen Schadigung der Zellmembran und zur Nekrose, schlief3lich zur
Zelllyse, wahrend sehr hohe Konzentrationen zu einer Zellmembranfixierung ohne Lyse der
Zelle fuhren. Dieser Mechanismus ist typisch fur Benzalkoniumchlorid. Er wurde bei keinem
anderen Tensid beobachtet.

Benzalkoniumchlorid wurde hinl&nglich auf seine Zytotoxizitat untersucht. In der Tabelle 52
sind die halbmaximalen Zytotoxizitatswerte von Benzalkoniumchlorid aus der Literatur
zusammengefasst und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gegentbergestellt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen bei Benzalkoniumchlorid mit denen aus der
Literatur gut tUberein. Abgesehen von den Ergebnissen des Neutralrot-Freisetzungstests, bei
dem eine sehr kurzzeitige Exposition (1min) erfolgte, und den Ergebnissen der Total-
proteingehaltsbestimmung, einer Methode, die generell sehr grol3en Schwankungen in den
Ergebnissen unterliegt, befinden sich die halbmaximalen Zytotoxizitatswerte von Benzal-
koniumchlorid in einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 20 pg/ml.

In einer vergleichenden Studie zur Zytotoxizitat von Antiseptika und Antibiotika wurde fest-
gestellt, dass viele Antiseptika, darunter auch Benzalkoniumchlorid, in klinisch verwendeten
Konzentrationen bereits zytotoxisch waren. Die Untersuchungen wurden an primaren
Fibroblasten und Keratinozyten mit dem MTT-Test durchgefuhrt. Die Autoren kamen zu dem
Schluss, dass Antibiotika besser zur lokalen Behandlung und Prophylaxe von Infektionen
geeignet waren als Antiseptika [52]. Mit Benzalkoniumchlorid wurden auch spezifische
Untersuchungen an isolierten Hornhauten durchgefiihrt. Dabei wurden Hornhauttriibungen
und ein Eindringen von Benzalkoniumchlorid in tiefere Schichten festgestellt. Au3erdem
wurde die Passage von Pilocarpin durch die Hornhaut erhéht [119].

Die in der vorliegenden Arbeit und in vielen anderen Untersuchungen ermittelten Zytotoxi-
zitatswerte von Benzalkoniumchlorid liegen fast immer in einem Konzentrationsbereich, in
dem es therapeutisch oder als Hilfsstoff eingesetzt wird. Benzalkoniumchlorid ist in Deutsch-

land das am haufigsten verwendete Konservierungsmittel in Augen- und Nasentropfen. Bei
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der bekannten Problematik der Schleimhautschadigung durch langere Anwendung solcher
Arzneiformen sind alternative Konservierungsmittel oder konservierungsmittelfreie Syteme
dringend notwendig, um Benzalkoniumchlorid zu ersetzen. Eine so breite und unkritische
Anwendung, wie sie derzeit mit Benzalkoniumchlorid erfolgt, ist nach diesen und anderen

Ergebnissen zytotoxischer Untersuchungen nicht mehr zu befirworten.

Tabelle 52: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCss) von Benzalkoniumchlorid

CCso Endpunkt (Methode) |Exposi- Zellen Lit.
[ug/ml] tion [h]
9,2 MTT 15 min primare humane Keratinozyten [52]
6,68 MTT 15 min | primére humane Vorhaut-Fibroblasten [52]
51 MTT 1 prim. Kaninchen-Hornhaut-Epithelzellen | [101]
8,3 Neutralrotaufnahme 1 prim. Kaninchen-Hornhaut-Epithelzellen | [101]
22,9 MTT 24 primére Hornhautzellen vom Rind [177]
11,0 MTT 24 primére Epithelzellen vom Rinderauge [177]
12,4 MTT 24 rekonstruierte Hornhaut [177]
32 Phosphataseaktivitat 3 primare humane Keratinozyten [62/143]
3,3 Neutralrotaufnahme 3 primare humane Keratinozyten [62/143]
51 MTT 24 rekonstruierte humane Epidermis [178]
14 Hemmung Ca”*-ATPase - Erythrozytenmembranen [120]
5,8-15 Neutralrotaufnahme 24 verschiedene Biosysteme [154]
4,7 MTT 12 HDF-Biosystem [154]
1,1-94 Totalproteingehalt 24 verschiedene Biosysteme [154]
440-1700 Neutralrotfreisetzung 1min verschiedene Biosysteme [154]
6,05 XTT 1 promonozytare Zelllinie U937 dA.Y
0,6 XTT 24 promonozytare Zelllinie U937 dA.Y
2,73 Trypanblaufarbung 1 promonozytare Zelllinie U937 dA.Y
0,8 Trypanblaufarbung 24 promonozytare Zelllinie U937 dA.Y
15,2 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA.Y
2,46 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA.Y

D diese Arbeit

Anionische Tenside

Aus der Gruppe der anionischen Tenside wurden drei Verbindungen untersucht, zwei Alkyl-
sulfate, das Natriumdodecylsulfat und das Natriumcetylstearylsulfat, sowie ein ethoxyliertes
Alkylsulfat, das Natriumdodecylethersulfat. Natriumdodecylsulfat wurde sehr haufig und an

unterschiedlichen Modellen sowohl in vivo als auch in vitro auf seine lokalirritierenden Eigen-
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schaften hin untersucht. Es wird seit lAngerem als Standardirritans verwendet [27, 73, 236].
Die starken Wechselwirkungen, die Natriumdodecylsulfat mit der Haut zeigt, und die Tat-
sache, dass die von Natriumdodecylsulfat ausgeltsten toxischen Wirkungen schnell, gleich-
mafig und vor allem nicht allergisch verursacht sind, stellen Griinde fir diese Verwendung
dar [73].

Viele Aspekte der Wirkung von Natriumdodecylsulfat auf die Haut sind wegen der Verwen-
dung als Standardirritans bereits untersucht worden. Natriumdodecylsulfat bewirkt starke
Barriereveranderungen, es fuhrt zur Schwellung und Zerstérung des Stratuum corneum.
Dabei tritt es sowohl mit Lipid- als auch mit Proteinstrukturen in Wechselwirkung [73]. Schon
seit langem ist bekannt, dass Alkylsulfate stark an dermales Keratin binden [99]. Verschie-
dene genetische Marker, die bei entziindlichen Dermatosen Uberexprimiert werden, wie Inte-
grine und ICAM-1, werden durch Natriumdodecylsulfat vermehrt produziert, wie in vivo nach-
gewiesen werden konnte [233].

Am haarlosen Rattenmodell wurde die Penetration von Natriumdodecylsulfat in die Haut und
in darunterliegende Gewebe sowie die dadurch verursachte systemische Exposition unter-
sucht. Natriumdodecylsulfat dringt relativ tief in die Haut ein, auch unter der Haut liegende
Schichten werden gut erreicht. Bei kummulativer Behandlung ist eine deutliche Erhéhung der
Natriumdodecylsulfat-Konzentrationen in den unteren Schichten bestimmt worden. Die im
Blut zu findende Konzentration ist jedoch nicht in der Lage, systemische Effekte zu verur-
sachen [176].

Die Veranderungen in der Haut, die durch Natriumdodecylsulfat verursacht werden, finden
vor allem in den tieferen Teilen des Stratuum corneum statt. Hohere Schichten des Stratuum
corneum zeigen intakte Lipidschichten, wahrend Teile der Epidermis, die aus kernhaltigen,
also lebenden Zellen bestehen, deutliche morphologische Veranderungen aufweisen [78].
Zytotoxikologische Untersuchungen von Natriumdodecylsulfat haben demnach auch fur die
Einschatzung des Irritationspotenzials an der Haut eine grol3e Relevanz.
Natriumdodecylsulfat wurde in mehreren Studien auf seine Zytotoxizitat hin untersucht. Die
Ergebnisse aus der Literatur sind in Tabelle 53 den Ergebnissen dieser Arbeit gegenlber-
gestellt. Bei Betrachtung der verschiedenen halbmaximalen Zytotoxizitdtswerte von Natrium-
dodecylsulfat sind erhebliche Unterschiede in den Ergebnissen der einzelnen Arbeitsgruppen
festzustellen. Der Konzentrationbereich, in dem die CCs—Werte von Natriumdodecylsulfat
liegen konnen, ist aufgrund dessen sehr grof3. Bei 24-stindiger Exposition reicht er nach
diesen Literaturangaben von 5 pg/ml bis 2,2 mg/ml. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
stimmen mit einzelnen Daten aus der Literatur sehr gut Gberein [47, 101, 207, 237]. Diese
Zytotoxizitdtswerte wurden an priméaren und permanenten Zellen, die von Haut bzw. Auge
abstammten, ermittelt. Der Endpunkt der Zytotoxizitdt wurde dabei mit Neutralrot-Aufnahme,
MTT-Test bzw. LDH-Freisetzung bestimmt.
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Tabelle 53: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCso) von Natriumdodecylsulfat

CCx Endpunkt (Methode) | Exposi- Zellen Lit.
[ug/ml] tion [h]
35,6 Neutralrotaufnahme 24 Fibroblastenzelllinie (3T3) [207]
8,2 Neutralrotaufnahme 2 primére humane Hautfibroblasten [47]
10,6 Neutralrotaufnahme 2 priméare humane Keratinozyten [47]
13,4 MTT 2 primare humane Hautfibroblasten [47]
16,7 MTT 2 priméare humane Keratinozyten [47]
57 LDH-Freisetzung 1 primére Kaninichencorneazellen [101]
50 MTT 1 priméare Kaninichencorneazellen [101]
15 Neutralrotaufnahme 1 priméare Kaninichencorneazellen [101]
790 Stoffwechselrate 400sec Mausfibroblastenzelllinie [194]
83 Neutralrotaufnahme 24 Kaninchencorneazelllinie [194]
87 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie v. chin. Hamster [194]
145 MTT 24 rekonstruierte Hornhaut [177]
77,8 Zellvolumenénderung 14 humane H7-B-Lymphozytenlinie [238]
160 Phosphataseaktivitat priméare humane Keratinozyten [62/143]
80 Neutralrotaufnahme primare humane Keratinozyten [62/143]
500 Phosphataseaktivitat Keratinozytenzelllinie (Ratte, sublingual) [87]
73 Neutralrotaufnahme 3d Keratinozytenzelllinie (Ratte, sublingual) [87]
88 Proteingehalt 3d Keratinozytenzelllinie (Ratte, sublingual) [87]
61 Neutralrotaufnahme 3d Fibroblastenzelllinie (3T3) [88]
65 Proteingehalt 3d Fibroblastenzelllinie (3T3) [88]
10,6 Neutralrotaufnahme 3d primare humane Keratinozyten (SVK14) [104]
4090 Neutralrotfreisetzung 1min primare humane Keratinozyten [136]
7260 Neutralrotfreisetzung 1min Keratinozytenzelllinie HaCaT [136]
1890 Neutralrotfreisetzung 1min permanente Mausfibroblasten [136]
131 MTT 24 rekonstruierte humane Epidermis [178]
43,3 Neutralrotaufnahme 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT [237]
2198-39 Neutralrotaufnahme 24 verschiedene Biosysteme [154]
76,2 MTT 12 HDF-Biosystem [154]
90-5,2 Totalproteingehalt 24 verschiedene Biosysteme [154]
1600-1000 Neutralrotfreisetzung 1min verschiedene Biosysteme [154]
17,0 LDH-Freisetzung 2 HDF-Biosystem [154]
447 Proteingehalt 4 Lungenfibroblastenlinie chin. Hamster V79 [89]
2,3 Hemmung Ca**-ATPase - Erythrozytenmembranen [120]
31,9 XTT 1 promonozytére Zelllinie U937 d.A."
5,67 XTT 24 promonozytére Zelllinie U937 d.A."
56,4 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT d.A."
17,9 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT d.A.?

D diese Arbeit
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Zu den anderen beiden anionischen Tensiden, Natriumcetylstearylsulfat und Natrium-
dodecylethersulfat, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden, sind nicht anndhernd
so viele Daten in der Literatur zu finden wie zu Natriumdodecylsulfat.

Natriumdodecylsulfat wird im allgemeinen starker irritierend eingeschatzt als andere
anionische Tenside. So sollen z.B. anionische Tenside mit der Kettenlange C12 mehr
Unvertraglichkeiten verursachen als die entsprechenden Tenside mit kiirzerer oder l&angerer
Kohlenstoffkette [99]. An Kaninchenhaut wurde der Einfluss der Kettenl&nge von Alkylether-
sulfaten auf das Ausmald der Hautirritationen untersucht. Hier sind keine signifikanten
Unterschiede zwischen Tensiden unterschiedlicher Kettenldnge festgestellt worden. Alle
untersuchten Tenside verursachten konzentrationsabhangig eine in Ausmal® und Form
ahnliche Hautirritation [181].

Obwohl Natriumcetylstearylsulfat als vertraglicher gilt [99, 151], ist es nach den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit deutlich zytotoxischer und membrantoxischer als Natriumdodecyl-
sulfat. Danach ist Natriumdodecylsulfat besser vertraglich als Natriumcetylstearylsulfat.
Natriumdodecylethersulfat weist an beiden Zelllinien in etwa die gleiche Zytotoxizitat wie
Natriumdodecylsulfat auf. Es ist auBerdem etwas starker membrantoxisch als das Standard-
irritans. Dabei gilt auch dieses Tensid als besser vertraglich im Vergleich zu Natriumdode-
cylsulfat. So ist z.B. die LDs, des ethoxylierten Derivates von Natriumdodecylsulfat geringer
[99]. Bei Tierversuchen am oberen Respirationstrakt der Maus und im Krimmungstest war
Natriumdodecylethersulfat weniger toxisch als Natriumdodecylsulfat [41]. An der Haut
verursacht Natriumdodecylsulfat im Vergleich zu Natriumdodecylethersulfat einen hdheren
transepidermalen Wasserverlust und mehr Erytheme [137]. An primaren Keratinozyten weist
Natriumdodecylethersulfat im MTT-Test die gleiche und im Neutralrot-Freisetzungstest eine
geringere Zytotoxizitat als Natriumdodecylsulfat auf [137].

In der Tabelle 54 sind halbmaximale Zytotoxizitatswerte von Natriumdodecylethersulfat aus
der Literatur den Ergebnissen dieser Arbeit gegenubergestellt.

Die in der Literatur gefundenen halbmaximalen zytotoxischen Konzentrationen sind bei
Natriumdodecylethersulfat teils groRer (Kurzzeitexposition: Neutralrot-Freisetzung, Stoff-
wechselrate), teils geringer (nach 24h: Neutralrot-Aufnahme, Proteingehalt) als die ent-
sprechenden Werte von Natriumdodecylsulfat. Die CCso-Werte der vorliegenden Arbeit sind
deutlich geringer als die in der Literatur gefundenen. In Bezug auf die Zytotoxizitdt und die
Membrantoxizitat ist Natriumdodecylethersulfat nicht vertraglicher einzuschatzen als
Natriumdodecylsulfat.
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Tabelle 54: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCsp) von Natriumdodecylether-

sulfat
CCso Endpunkt (Methode) | Exposi- Zellen Lit.
[ug/ml] tion [h]

6060 Neutralrotfreisetzung 1min primare humane Keratinozyten [136]

9560 Neutralrotfreisetzung 1min Keratinozytenzelllinie HaCaT [136]

4770 Neutralrotfreisetzung 1min permanente Mausfibroblasten [136]

1260 Stoffwechselrate 400sec Mausfibroblastenzelllinie [194]
73 Neutralrotaufnahme 24 Kaninchencorneazelllinie [194]
62 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie v. chin. Hamster | [194]
28,1 XTT 1 promonozytare Zelllinie U937 d.A Y
7,81 XTT 24 promonozytare Zelllinie U937 d.A Y

47,5 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT d.A Y
14,0 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT d.A Y

D diese Arbeit

Alle drei untersuchten anionischen Tenside filhren zu gleichen morphologischen
Veranderungen sowohl an den U937- als auch an den HaCaT-Zellen. Dazu gehoren vor
allem Schrumpfung und Lyse der Zelle.

Schon bei frihen Untersuchungen (1967) an Ciliatenzellen wurden nach Exposition mit
Natriumdodecylsulfat Verdnderungen wie Aufblahung und Abrundung der Zelle, Vergrélie-
rung des Zellkerns sowie Schwellung der Mitochondrien festgestellt [190]. Dass anionische
Tenside zur Zelllyse fuhren, ist auch seit langerem bekannt [99]. Hadmoglobinfreie “ghosts”-
Zellen zeigen nach Exposition mit Natriumdodecylsulfat &hnliche morphologische Veran-
derungen wie die U937-Zellen [99]. An primaren humanen Keratinozyten wurden nach
Exposition mit Natriumdodecylsulfat Abrundung, Schrumpfung und Lyse der Zellen, also die
gleichen morphologischen Veranderungen wie an den HaCaT-Zellen, festgestellt [27].

Zum Mechanismus, den Natriumdodecylsulfat in Gang setzt, der letztendlich zum Zelltod
fuhrt, wurden verschiedene Untersuchungen durchgefuhrt. Natriumdodecylsulfat greift direkt
an der Membran an und hat eine hohe Sensitivitat fir lysosomale Membranen [160]. Es fuhrt
zur Erhéhung des mitochondrialen Membranpotenzials und zur Abnahme des ATP/ADP-
Verhéltnisses durch Wechselwirkung mit der Mitochondrienmembran [246].

Bei anionischen Tensiden kommt es wahrscheinlich primér zu einem Membranschaden,
sowohl an der Zellmembran als auch an lysosomalem Membranen. Dass bei Natrium-
dodecylsulfat und Natriumdodecylethersulfat die MTK keine nachweisbare Zytotoxizitét

verursacht, spricht auch fir diesen Ablauf. Zunachst kommt es konzentrations- und
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zeitabhangig zur Membranschadigung und dadurch zur Arachidonsaure-Freisetzung, bei
hoheren Konzentrationen und nach l&ngerer Exposition werden die Mitochondrien in ihrer
Funktion beeintrachtigt, was im XTT-Test nachgewiesen wurde.

Sowohl Natriumdodecylsulfat als auch Natriumdodecylethersulfat besitzen Apoptose-induzie-
rende Eigenschaften. Histon-assoziierte DNA-Fragmente und apoptotische Zellen konnten
bereits vor der Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion nachgewiesen werden. Apop-
tose-Induktion durch Natriumdodecylsulfat konnte auch an primaren Keratinozyten, nicht
jedoch an Langerhanszellen, nachgewiesen werden [86]. In htheren Konzentrationen fiihren
anionische Tenside Uberwiegend zu nekrotischen Zellveranderungen, wie durch die zytome-
trischen und morphologischen Untersuchungen in dieser Arbeit gezeigt werden konnten.
Natriumdodecylsulfat beeinflusst auch die Proliferation verschiedener Zelltypen. So wird
durch subletale Dosen von Natriumdodecylsulfat die Proliferation von priméren Keratinozyten
und Fibroblasten erhoht [28, 96]. Typische Marker fur die hyperproliferative Epidermis
werden durch Natriumdodecylsulfat vermehrt exprimiert [228].

Obwohl es geringe quantitative Unterschiede bei der Toxizitat der drei untersuchten
anionischen Tenside gibt, scheinen grundsatzlich bei allen drei Tensiden die gleichen
Mechanismen abzulaufen, die zum Zelltod fihren.

Die untersuchten anionischen Tenside fuhren nach den vorliegenden Ergebnissen wahr-
scheinlich zu folgenden Zellverdnderungen: konzentrations- und zeitabh&éngig werden primar
Lysosomen- und Zellmembran in ihrer Struktur und Funktion beeintrachtigt. Bei einem Tell
der Zellen wird Apoptose induziert. Spater findet an den Zellen eine Reduktion der
mitochondrialen Aktivitat statt. Diese Funktionsbeeintrdchtigung der Mitochondrien wird
wahrscheinlich auch primér durch die Interaktionen mit der Mitochondrienmembran verur-
sacht. Bei hoheren Konzentrationen kommt es bei den Zellen zur Nekrose und schlief3lich
zur kompletten Lyse der Zelle.

Amphotere Tenside

Es wurden zwei amphotere Tenside, die sich jedoch sehr in ihren Eigenschaften unterschei-
den, untersucht. Wahrend Sojalecithin ein Naturprodukt und komplexes Gemisch von ver-
schiedenen Phospholipiden darstellt, ist Cocamidopropylbetain ein einzelnes aktives Tensid
in wassriger Losung.

Da Sojalecithin im allgemeinen als nicht toxisch eingeschatzt wird, und sogar in parenteralen
Arzneiformen Verwendung findet, ist es nicht erstaunlich, dass bei ihm eine relativ geringe
Zytotoxizitdt und Membrantoxizat ermittelt wurde. An den U937-Zellen, die urspriinglich aus
dem Blut stammen, ist Sojalecithin nur in sehr hohen Konzentrationen Uberhaupt toxisch.
Jedoch ist die Zytotoxizitdt an den HaCaT-Zellen aus der Haut deutlich gro3er. Nach 24-
stiindiger Exposition sind die Zytotoxizitdtswerte an HaCaT-Zellen ca. 100mal héher als an
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U937-Zellen. Bezlglich dieser deutlich erhéhten Empfindlichkeit der HaCaT-Zellen gegen-
Uber U937-Zellen bildet Sojalecithin eine Ausnahme. Die anderen untersuchten Tenside
waren fur U937-Zellen toxischer als fir HaCaT-Zellen.

Im Konzentrationsbereich von ca. 0,2 bis 10 mg/ml, in dem nach 24 Stunden eine Frei-
setzung von Arachidonsaure durch Sojalecithin induziert wurde, war die im XTT-Test
ermittelte Zytotoxizitdt nur gering. Auch bei der MTK sind keine oder nur sehr geringe
Zytotoxizitatswerte bestimmt worden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Veran-
derungen der Membran bereits vor der Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion erfolgt.
Da die Arachidonsdure-Freisetzung bei 4°C sehr gering, und die MTK bei 4°C wesentlich
groRer war als bei 37°C, sind enzymatische Prozesse, die die Arachidonsaure-Freisetzung
mitbedingen, im Konzentrationsbereich zwischen den MTK-Werten bei 4 und 37°C anzuneh-
men. Zu bedenken ware, dass die Phospholipide des Sojalecithins denen der Membranen
sehr ahnlich sind, und mit diesen in Wechselwirkung treten koénnten, sodass eine Verfal-
schung des Ergebnisses der Membrantoxizitat nicht auszuschlie3en ist. Mit einer solchen
Wechselwirkung konnte man auch die verringerte Arachidonsaure-Freisetzung nach 24
Stunden im Vergleich zur 1-stindigen Exposition mit 64 mg/ml erkldren. Des Weiteren
konnte ein geringer Gehalt an hamolytisch wirkendem Lysolecithin fiir eine membrantoxische
Wirkung mitverantwortlich sein.

Sojalecithin erhoht deutlich die Histon-assoziierten DNA-Fragmente in den U937-Zellen.
Zytometrische Untersuchungen konnten zwar nicht durchgefuhrt werden, jedoch ist die
Apoptose als typische Art des Zelltodes durch Sojalecithin anzunehmen. Eine DNA-
Fragmentierung durch Sojalecithin selbst, ohne aktive Beteiligung des Zellstoffwechsels ist
sehr unwahrscheinlich, da Phospholipide ubiquitéar in der Zelle vorkommen. Aufl3erdem
konnten Histon-assoziierte DNA-Fragmente nahezu fir jede der zytotoxischen Konzentra-
tionen nachgewiesen werden. Sojalecithin fuhrt vermutlich tGberwiegend zu einem apopto-
tischen Zelltod infolge einer Membranveradnderung, die teilweise enzymatisch verursacht ist.

Die Mitochondrien werden wahrscheinlich sekundéar geschadigt.

AulRer Sojalecithin wurde Cocamidopropylbetain als ein weiteres amphoteres Tensid unter-
sucht. Obwohl Cocamidopropylbetain stark augenreizend ist, gilt es als nicht irritierend an
der Haut [215]. Des Weiteren soll ein Cocoamidopropylbetainzusatz die Hautvertraglichkeit
von anionischen Tensiden verbessern [64, 65]. Dennoch waren die Zyto- und Membran-
toxiziaten des Cocamidopropylbetains mit denen des Natriumdodecylsulfates vergleichbar.

Die Ergebnisse von In-vivo-Untersuchungen weisen Cocamidopropylbetain als weniger
irritierend als Natriumdodecylsulfat aus. In einer Studie wurde ein geringerer trans-
epidermaler Wasserverlust und weniger Klinische Hautirritationen im Vergleich zu

Natriumdodecylsulfat ermittelt [136]. In einem In-vivo-Plastikokklusionsstresstest (POST)
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verursachte Natriumdodecylsulfat einen starkeren Oberflachenwasserverlust als Cocamido-
propylbetain [23]. Zahnpasten mit Natriumdodecylsulfat fihren zu signifikant starkeren
Mundschleimhautdesquamationen als Cocamidopropylbetainhaltige Zahnpasten [112].

In Untersuchungen zur Zytotoxizitdt war Cocamidopropylbetain hingegen vergleichsweise
stark zytotoxisch [73, 136]. An primaren Keratinozyten im MTT-Test und im Neutralrot-
Freisetzungstest war Cocamidopropylbetain ebenso zytotoxisch wie Natriumdodecylsulfat
[137]. An primaren humanen Keratinozyten, einer humanen Keratinozytenlinie und an einer
Nierenepithelzelllinie vom Kaninchen wurde im MTT-Test ebenfalls eine mit Natrium-
dodecylsulfat vergleichbare Zytotoxizitdt von Cocamidopropylbetain festgestellt [234]. Coc-
amidopropylbetain ist sogar starker hdmolytisch als Natriumdodecylsulfat [175]. In der Tabel-
le 55 sind einige Ergebnisse von Cocamidopropylbetain aus der Literatur den CCso-Werten
dieser Arbeit gegeniibergestellt.

Tabelle 55: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCsy) von Cocamidopropylbetain

CCs Endpunkt (Methode) | Exposi- Zellen Lit.
[ng/ml] tion [h]
4380 Neutralrotfreisetzung 1min primare humane Keratinozyten [136]
5140 Neutralrotfreisetzung 1min Keratinozytenzelllinie HaCaT [136]
1600 Neutralrotfreisetzung 1min permanente Mausfibroblasten [136]
2630 Stoffwechselrate 400sec Mausfibroblastenzelllinie [194]
77 Neutralrotaufnahme 24 Kaninchencorneazelllinie [194]
62 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie v. chin. Hamster | [194]
13,4 XTT 1 promonozytéare Zelllinie U937 dA. Y
7,47 XTT 24 promonozytéare Zelllinie U937 dA. Y
44,1 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA. Y
10,9 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT d.A Y

D diese Arbeit

Auch bei den in den Tabellen 53 und 55 gelisteten Werten zeigt Cocamidopropylbetain eine
mit Natriumdodecylsulfat vergleichbare Zytotoxizitdt. Im Neutralrot-Freisetzungstest war
Cocamidopropylbetain im Vergleich zu Natriumdodecylsulfat toxischer. Die CCso-Werte der
vorliegenden Arbeit sind im Vergleich zu den gefundenen Literaturdaten deutlich geringer,
entsprechen dabei jedoch denen des Natriumdodecylsulfats.

Auch der Mechanismus der toxischen Zellveranderungen &hnelt dem der anionischen
Tenside. Bei Cocamidopropylbetain ist bei der MTK keine oder eine nur geringe Zytotoxizitat

nachzuweisen. Auch Cocamidopropylbetain induziert Apoptose. Wie bei den anionischen
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Tensiden findet konzentrations- und zeitabhéngig primar eine Membranverédnderung statt,
dem folgt eine Reduktion der mitochondrialen Aktivitdt. Die durchflusszytometrischen
Untersuchungen zeigen, dass geringe Konzentrationen Apoptose induzieren, wahrend bei
hoheren Konzentrationen Nekrose stattfindet. Auch Cocamidopropylbetain fuhrt schlie3lich
zur Lyse der Zelle. Jedoch verursachen anionische Tenside sowohl an HaCaT- als auch an
U937-Zellen andere sichtbare morphologische Veranderungen als Cocamidopropylbetain.

Da keine signifikanten Unterschiede in der Toxizitdt der verschiedenen kommerziellen
Produkte von Cocamidopropylbetain festzustellen waren, kdnnen Einflisse von eventuellen
Zusatzen (Konservierungsmittel, Stabilisatoren, unterschiedlicher Salzgehalt) wahrscheinlich

vernachlassigt werden.

Macrogolcetylstearylether

Bei den nichtionischen Tensiden handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe. Auch die
untersuchten Stoffe dieser Gruppe unterscheiden sich sehr in ihren Eigeschaften und
differieren stark in ihrer Toxizitat. Alle untersuchten nichtionischen Tenside leiten sich jedoch
vom Macrogol ab und haben demzufolge die gleichen hydrophilen Gruppen. Die verschie-
denen lipophilen Gruppen hingegen bestimmen die Heterogenitat der nichtionischen Ten-
side.

Die Macrogolcetylstearylether Brij®78 und Cremophor® A25 waren deutlich stérker zytoto-
xisch als Natriumdodecylsulfat. Sie waren zusammen mit Benzalkoniumchlorid am stéarksten
membrantoxisch.

Auch in anderen Studien sind Macrogolfettalkoholether vom Typ des Brij® als stark zyto-
toxisch und stark hamolytisch eingeschatzt worden [44, 47]. Macrogolfettalkoholether wurden
am Rattenauge getestet und als moderat irritierend eingestuft [157]. Laut Draize-Test sind
sie nicht augenirritierend [157]. Bei In-vivo-In-vitro-Vergleichstudien mit prinzipiell guter
Korrelation von In-vivo- und In-vitro-Daten konnte Brij® meist nicht in die Analyse mit
einbezogen werden [47, 157].

Brij®78 wurde im MTT-Test und im Neutralrot-Aufnahmetest untersucht. Bei 2-stiindiger
Exposition wies es eine halbmaximale zytotoxische Konzentration von 4,6 bzw. 4,2 pg/ml an
Hautfibroblasten und von 8,6 bzw. 6,2 pg/ml an Keratinozyten auf [47]. Diese Werte stimmen
ausgezeichnet mit den in dieser Arbeit ermittelten Werten von Brij®78 und Cremophor® A25
Uberein. Da Brij®78 und Cremophor® A25 sich chemisch sehr &hnlich sind und auch in ihren
Eigenschaften weitestgehend tbereinstimmen, ist es nicht erstaunlich, dass sie sich in ihrer
Toxizitat nicht unterscheiden.

Die In-vivo-Daten zur Vertraglichkeit von Macrogolcetylstearylethern variieren von nicht bis
moderat irritiernd. Obwohl sie immer besser vertraglich als Natriumdodecylsulfat einge-

schatzt wurden, sollten diese Substanzen nicht unkritisch eingesetzt werden. Denn sie sind
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zum einen sehr deutlich zytotoxisch und zum anderen auch sehr gute Enhancer. Brij®78 war
im Gegensatz zu Natriumdodecylsulfat in der Lage die nasale Absorption von einem Wachs-
tumsfaktor deutlich zu verbessern [155]. Es ist nicht auszuschlieRen, dass Macrogol-
fettalkoholether erst in tieferen Haut- bzw. Schleimhautschichten Schaden anrichten, die in
einem visuellem Score nicht erfasst werden kdnnen.

Bei den Macrogolfettalkoholethern laufen zun&chst &hnliche toxische Veranderungen ab wie
bei Cocamidopropyylbetain und den anionischen Tensiden.

Bei der MTK war keine oder nur geringe Zytotoxizitdt nachzuweisen. Wie bei den anioni-
schen Tensiden und Cocamidopropylbetain findet bei Macrogolfettalkoholethern konzentra-
tions- und zeitabhangig priméar eine Membranveranderung statt. Dies zeigt auch der Ver-
gleich der Trypanblaufarbung mit dem XTT-Test. Zunachst sind die Zellen mit Trypanblau
anfarbbar, erst danach folgt eine Reduktion der mitochondrialen Aktivitat.

Die durchgefiuihrten Untersuchungen zeigen, dass bei den Macrogolfettalkoholethern Apop-
tose und Nekrose nebeneinander ablaufen. Hohe Konzentrationen verursachen vor allem
Nekrose. Allerdings fuhren Macrogolfettalkoholether nicht unmittelbar zur Lyse der Zelle. Des
Weiteren bewirken Macrogolfettalkoholether im Vergleich zu anionischen Tensiden und
Cocamidopropylbetain teilweise andere sichtbare morphologische Veranderungen sowohl an
HaCaT- als auch an U937-Zellen.

Zusatzlich zu Brij®78 und Cremophor® A25 wurde auch der Komplexemulgator Romulgin® N
untersucht. Er enthalt etwa 32% Alkylpolyglykolether, die denen des Brij®78 und Cremophor®
A25 &hneln. Die bestimmte und auf den Aktivgehalt berechnete halbmaximale zytotoxische
Konzentration des Romulgin® N war wesentlich héher als die von Brij®78 und Cremophor®
A25. Nach 1-stundiger Exposition waren sie tber 100mal zytotoxischer, nach 24 Stunden
immerhin noch 10fach so toxisch wie die Alkylpolyglykolether in Romulgin® N. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass die Zusétze in Komplexemulgatoren wie héhermolekulare Fett-
alkohole und hochmolekulare Fettsauren die Zytotoxizitat der Tenside verringern.

Die anderen untersuchten nichtionischen Tenside waren alle geringer zytotoxisch und

membrantoxisch als Natriumdodecylsulfat.

Triton® X-100

Triton® X-100 weist 60% relative Zytotoxizitat und 10% relative Membrantoxizitat im Ver-
gleich zu Natriumdodecylsulfat auf. Triton® X-100 gilt als gut hautvertraglich und wurde am
Rattenauge untersucht und als mild irritierend eingestuft [79, 157]. Jedoch ist Triton® X-100
wie Natriumdodecylsulfat stark hamolytisch [187]. Triton® X-100 wurde in mehreren Studien
auf seine Zytotoxizitat hin untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 56 den Ergebnissen

dieser Arbeit gegeniibergestellt.
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Nach den verschiedenen Untersuchungen ist Triton® X-100 in einem Konzentrationsbereich
von 10 bis 100 pg/ml zytotoxisch. Die ermittelten CCso-Werte der vorliegenden Arbeit liegen
in diesem Bereich. Die halbmaximale zytotoxische Konzentration an U937-Zellen nach 24-

stundiger Exposition stellt jedoch den geringsten Wert dar.

Tabelle 56: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCsp) von Triton® X-100

CCso |Endpunkt (Methode) | Exposi- Zellen Lit.
[ug/ml] tion [h]
85 MTT 1 primare Kaninchen-Hornhaut-Epithelzellen | [101]
66 Neutralrotaufnahme 1 primare Kaninchen-Hornhaut-Epithelzellen | [101]
91 LDH-Freisetzung 1 primére Kaninchen-Hornhaut-Epithelzellen | [101]
111 MTT 24 primére Hornhautzellen vom Rind [177]
76,3 MTT 24 priméare Epithelzellen vom Rinderauge [177]
82,7 MTT 24 rekonstruierte Hornhaut [177]
82,5 MTT 24 rekonstruierte humane Epidermis [178]
38,2 Neutralrotaufnahme 2 primare humane Hautfibroblasten [47]
71,9 Neutralrotaufnahme 2 primére humane Keratinozyten [47]
39,9 MTT 2 primére humane Hautfibroblasten [47]
69,2 MTT 2 primare humane Keratinozyten [47]
54 Neutralrotaufnahme 24 Kaninchencorneazelllinie [194]
24 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie v. chin. Hamster [194]
36,2 XTT 24 Lungenfibroblastenlinie chin. Hamster V79 | [188]
49,8 Neutralrotaufnahme 24 Lungenfibroblastenlinie chin. Hamster V79 | [188]
38,8 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie chin. Hamster V79 | [188]
15,5 Trypanblaufarbung 24 Lungenfibroblastenlinie chin. Hamster V79 | [188]
48,4 XTT 1 promonozytare Zelllinie U937 dA. Y
8,98 XTT 24 promonozytare Zelllinie U937 dA. Y
84,9 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA. Y
26,0 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA. Y

D diese Arbeit

Die morphologischen Veranderungen an den Zellen, die Triton® X-100 verursacht, waren von
den durch Natriumdodecylsulfat ausgeldsten verschieden. Das trifft sowohl fur HaCaT- als
auch far U937-Zellen zu. In einer anderen Studie wurden diesbeziiglich auch Unterschiede
zwischen Triton® X-100 und Natriumdodecylsulfat festgestellt. Die morphologischen Ver-
anderungen an primaren Keratinozyten wie Abrundung, Schrumpfung und Lyse durch Triton®

X-100 und Natriumdodecylsulfat waren &hnlich jedoch nicht identisch [27]. Triton® X-100
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bewirkte in dieser Untersuchung Veranderungen in der Morphologie der priméren Keratino-
zyten, die denen an HaCaT-Zellen entsprachen [27].

Bei Triton® X-100 war bei der MTK sowohl nach 1 Stunde als auch nach 24 Stunden eine
deutliche Zytotoxizitat festzustellen. Das deutet darauf hin, dass Trition® X-100 zunachst die
Mitochondrien beeintréchtigt und erst dann die Membran nachhaltig schadigt. Dieser Ablauf
weicht also auch von dem des Natriumdodecylsulfats ab.

Die durch Triton® X-100 induzierte Apoptose konnte durchflusszytometrisch und durch
Bestimmung vermehrt gebildeter Histon-assoziierter DNA-Fragmente nachgewiesen werden.
Sowohl an U937-Zellen als auch an HaCaT-Zellen waren die typischen morphologischen
Veranderungen der Apoptose zu beobachten.

Zu Triton® X-100 sind mehrere Untersuchungen angestellt worden, in denen die Apoptose-
induzierenden Eigenschaften analysiert wurden. Zur Etablierung eines Nekrosemodells in
Prostata- und Kolonkrebszelllinien wurde Triton® X-100 verwendet. Es wurde jedoch fest-
gestellt, dass es neben Nekrose auch Apoptose induziert. Typische morphologische Merk-
male und eine internukleosomale DNA-Fragmentierung (DNA-Leiter bei Gelelektrophorese)
wurden nachgewiesen. Ein rapider Ausbruch der Apoptose erfolgte innerhalb von 60
Minuten. Die Apoptose war nicht abhangig von Genexpression und Proteinsynthese. Sie
konnte nicht mit Cycloheximid gehemmt werden. Als Mechanismus wurde eine Erhéhung der
Membranpermeabilitdt mit der Folge, dass toxische Metaboliten aus dem Zellkulturmedium in
die Zelle eindringen und Apoptose induzieren, diskutiert, weil Apoptose auch durch sub-
optimale Kulturbedingungen ausgeltst wurde. Eventuell soll eine Denaturierung eines zell-
eigenen Apoptosehemmers ursachlich sein [31].

Auch in einer humanen Leberkrebszelllinie induzierte Triton® X-100 Apoptose. Eine 0,01%ige
Losung erzeugte innerhalb weniger als 60 Minuten Apoptose. Nachgewiesen wurde die
DNA-Leiter mit Gelelektrophorese. AulRerdem erfolgte eine TUNEL-Féarbung. In mehr als
90% der Zellen war nach 150 Minuten Apoptose zu beobachten. Auch deutliche
morphologische Veranderungen an den Zellen traten neben der fir die Apoptose typischen
internukleosomalen DNA-Fragmentierung auf [5].

Es gibt Hinweise darauf, dass Triton® X-100 Konformationsveranderungen der DNA
induziert. In héheren Konzentrationen (50 bis 90%) kommt es zum Kollaps der DNA [158].
Eine weitere Ursache firr die Induktion der Apoptose kénnte auch sein, dass durch Triton® X-
100 das Bax-Molekul aus der Bcl-Familie hetero- und homodimerisiert wird. Dadurch werden
bestimmte Regionen dieser membrangebundenen Bcl-Molekiile freigelegt. Bcl-Molekile
spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose [116].

In Konzentrationen, die unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration und unterhalb
der Lysekonzentration liegen, fiihrte Triton® X-100 zur Aktivierung von Caspasen und

typischen apoptotischen Verdnderungen an mehreren Zelllinien [209].
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In einer Studie wurde diskutiert, dass Trition® X-100 keine Apoptose, sondern nur DNA-
Doppelstrangbriiche auslést. Es konnten hier an der humanen Lungenepithelzelllinie im
Mikroskop keine apoptotischen Koérperchen nachgewiesen werden, obwohl die DNA die
typische Fragmentierung der Apoptose aufwies [231, 232]. In der vorliegenden Arbeit waren
im Gegensatz dazu deutliche apoptotische Merkmale an HaCaT- und an U937-Zellen zu
beobachten, die durch Triton® X-100 induziert wurden.

Hoéhere Konzentrationen von Triton® X-100 filhren zur Nekrose und schlieRlich zur Lyse der
Zellen.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist folgender Ablauf bei den Zellveranderungen durch
Triton® X-100 wahrscheinlich: konzentrations- und zeitabhéngig findet an den Zellen zu-
nachst eine Reduktion der mitochondrialen Aktivitdt und dann apoptotische Veranderungen
statt. Bei hoheren Konzentrationen kommt es zur Zerstorung der Membran, zur Nekrose und
schlie3lich zur kompletten Lyse der Zellen. Wahrscheinlich ist die Membran zunachst nur
permeabel fiir Triton® X-100, aber Arachidonséure wird nicht freigesetzt. Dafiir spricht auch,
dass schon bei einer Konzentratioen von 0,1 pg/ml nach 1 Stunde 100% der Zellen einer
Prostata- und einer Kolonkrebszelllinie mit Trypanblau anfarbbar waren [31].

Des Weiteren wird Trition® X-100 bereits unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration
in Phospholipidbilayer aufgenommen [51], kann also in die Zelle eindringen. Die komplette
Auflésung des Bilayers erfolgt jedoch erst oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentra-
tion [51]. Die Zellyse, die bei hoheren Triton® X-100-Konzentrationen erfolgt, beruht

wahrscheinlich vor allem auf Hydrolyse von Proteinen und Phospholipiden [219].

Polysorbat 80

Polysorbat 80 wird als gut vertraglich fir Haut und Auge eingeschatzt [1, 79, 109]. Es ist
nicht hamolytisch und reagiert nicht mit Keratin [99]. Polysorbat 80 weist 20% relative
Zytotoxizitat und 5% relative Membrantoxizitat im Vergleich zu Natriumdodecylsulfat auf, was
diese allgemeine Einschéatzung unterstitzt.

Die Zytotoxizitdt von Polysorbat 80 wurde an verschiedenen Modellen untersucht. In einer
Untersuchung an HaCaT-Zellen mit dem XTT-Test war Polysorbat 80 wie in der vorliegen-
den Arbeit wesentlich weniger toxisch als Natriumdodecylsulfat und Benzalkoniumchlorid
[36]. Die Ergebnisse aus den Literaturquellen sind in Tabelle 57 den Ergebnissen dieser
Arbeit gegeniibergestellt.

Die in dieser Arbeit ermittelten Werte sind deutlich geringer als die der Literatur. Trozdem ist
Polysorbat 80 insgesamt als gering toxisch einzuschétzen, vor allem bei lokaler Applikation.
Polysorbat 80 fuhrt wie andere Tenside konzentrations- und zeitabh&ngig zunachst zur
Apoptose, dann zur Nekrose und schlieBlich zur Lyse der Zellen. Wie bei Triton® X-100 ist

auch bei Polysorbat 80 eine deutliche Zytotoxizitat bei der MTK nachgewiesen worden. Der
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Mechanismus der Toxizitat entspricht allem Anschein nach dem des Triton® X-100. Auch die
morphologischen Veranderungen an beiden Zellarten sind bei Triton® X-100 und Polysorbat
80 gleich.

Tabelle 57: Halbmaximale zytotoxische Konzentrationen (CCsg) von Polysorbat 80

CCso |Endpunkt (Methode) | Exposi- Zellen Lit.
[ug/ml] tion [h]
2270 Neutralrotaufnahme 2 primare humane Hautfibroblasten [47]
880 Neutralrotaufnahme 2 primare humane Keratinozyten [47]
2600 MTT 2 primére humane Hautfibroblasten [47]
750 MTT 2 primére humane Keratinozyten [47]
2700000 Stoffwechselrate 400 sec Mausfibroblastenzelllinie [194]
1909 Neutralrotaufnahme 24 Kaninchencorneazelllinie [194]
590 Proteingehalt 24 Lungenfibroblastenlinie v. chin. Hamster [194]
1000 Neutralrotaufnahme 3d Keratinozytenzelllinie (Ratte, sublingual) [87]
890 Proteingehalt 3d Keratinozytenzelllinie (Ratte, sublingual) [87]
619 Proteingehalt 3d Fibroblastenzelllinie (3T3) [88]
279 XTT 1 promonozytare Zelllinie U937 dA. Y
48,1 XTT 24 promonozytare Zelllinie U937 dA.Y
302 XTT 1 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA.Y
87,2 XTT 24 Keratinozytenzelllinie HaCaT dA.Y

D diese Arbeit

Cremophor® EL

Die Vertraglichkeit von Cremophor® EL an der Haut und am Auge gilt als gut [79]. Da
Cremophor® EL keine Hamolyse verursacht, wird es auch fir parenterale Arzneiformen ver-
wendet [172, 187]. Nach 1-stindiger Exposition ist die Membrantoxizitat und die Zytotoxizitat
bei beiden Zellarten noch sehr gering. Bei U937-Zellen betragt die relative Zytotoxizitat
0,02%, bei HaCaT-Zellen liegt sie bei 0,8%, die relative Membrantoxizitat betragt 0,03%.
Dies wurde eine gute Vertraglichkeit begrinden und konnte eine Rechtfertigung fir die par-
enterale Anwendung sein.

Die Zunahme der Zytotoxizitdt mit der Expositionszeit ist jedoch bei keiner der getesteten
Substanzen so ausgepragt wie bei Cremophor® EL. Nach 24 Stunden ist Cremophor® EL fiir
U937-Zellen 1000mal toxischer als nach 1 Stunde. Es ware also zu uberprifen, ob durch
Cremophor® EL nicht nach langer dauernder oder wiederholter Applikation eine Hamolyse

eintreten kann bzw. Schaden an anderen Zellen entstehen kdnnten.
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Obwohl Cremophor® EL sogar antihamolytische Eigenschaften haben soll [99], ist es in
mehreren Studien als zytotoxisch eingeschatzt worden. Es kdnnte neurotoxisch sein, da es
die Funktionstichtigkeit von differenzierten Neuroblastom-Zellen beeintréachtigt. Bei Langzeit-
anwendung kann eine Nervenschadigung nicht ausgeschlossen werden [35].

Des Weiteren verursacht es direkte Zellschaden an Rattennierenzellen, was mit mehreren
Testsystemen (LDH-Freisetzung, MTT-Test, Neutralrot-Aufnahme, Propidiumiodid-Farbung)
und morphologischen Untersuchungen nachgewiesen wurde. Auch hier war eine lange
Expositionszeit notig um die Veranderungen zu bewirken [126]. Weiterhin hemmt Cremo-
phor® EL die Proteinkinaseaktivitit und das Wachstum von humanen myeloblastischen
Leukamiezellen [40]. Auch die Lebensfahigkeit von murinen Leukdmiezellen wird verringert
[130].

Eine Erklarungsmoglichkeit fir die gefundene verzogerte Toxizitat bei fehlenden hamoly-
tischen Eigenschaften kénnte die Tatsache sein, dass bei Cremophor® EL der Hauptmecha-
nismus des Zellsterbens die Apoptose ist. Die kernlosen Erythrozyten gehen in der Regel
nicht apoptotisch zu Grunde.

Die parenterale Anwendung von Cremophor® EL ist abgesehen von der eventuellen
Zytotoxizitdt mit weiteren Risiken behaftet. Bei dieser Applikationsform kann als Nebenwir-
kung von Cremophor® EL eine Hyperlipidamie auftreten [66, 77, 106]. Bei Beageln fiihrte
dies zu Fettablagerungen in Milz, Lymphknoten, Leber und Niere. Es kann zu Blutbild-
veranderungen wie Verringerung der Plattchenzahl und Neutropenie kommen [66, 106, 159].
Cremophor® EL verursacht besonders heftige anaphylaktische Reaktionen. Sie sind z.B. bei
1-5% der Kinder aufgetreten, die wegen eines Neuroblastoms oder lymphoidem Krebs mit
Taxol® behandelt wurden [66]. Hierbei kénnen Vasodilatation, Dyspnoe, Flush, Brustschmer-
zen, Pruritus, Urticaria, Kopfschmerz und Hypotension auftreten [66, 159]. Auch an Beageln
konnten Flush, Hautverdnderungen und Kopfschuitteln nachgewiesen werden [106].

Des Weiteren verursacht Cremophor® EL eine Nephrotoxizitat [33, 103, 205]. Als Ursachen
fur diese werden vor allem eine Minderdurchblutung des Nierengewebes, [3, 206] aber auch
eine Zytotoxizitat [126] diskutiert. Weiterhin wird durch Cremophor® EL die Durchblutung der
Leber verringert [33]. Eine Neurotoxizitat wird diskutiert [35].

Die erwahnten Nebenwirkungen durch den Hilfsstoff Cremophor® EL sind bei verschiedenen
parenteralen Arzneinmitteln beobachtet worden. Zu diesen gehéren Cremophor® EL-Kombi-
nationen mit Zink(ll)-octapentyl-phthalocyanin, Doxorubicin, Teniposid, Paclitaxel, Cyclo-
sporin, Diazepam, Athesin und Propanidid [66, 71, 77, 103, 106, 115, 118, 159, 205, 216].
Den unerwiinschten Wirkungen des Cremophor® EL stehen jedoch auch Vorteile solcher
Cremophor® EL-Kombinationen gegeniiber. Bei Zytotstatika wie Paclitaxel und Doxorubicin
verhindert Cremophor® EL die Multidrug Resistance [66, 159, 240]. Als Ursache fiir die
Verringerung der Multidrug Resistance werden eine pharmakokinetische Wechselwirkung mit
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Erh6hung der Bioverfugbarbeit des Zytostatikums, Enhancer-Effekte bei den Arzneimittel-
sensitiven Tumoren sowie die Verstdrkung der Zytotoxizitdt des Zytostatikums diskutiert
[126, 159, 204].

Eine Verstarkung der Zytotoxizitat von Paclitaxel durch Cremophor® EL wurde in mehreren
Studien an verschiedenen Krebszelllinien und Tumorproben nachgewiesen [39, 45, 46, 50,
82, 83]. Taxol®, eine Kombination von Paclitxel mit Cremophor® EL, war in jedem Fall mehr
aktiv als Paclitaxel allein. Cremophor® EL selbst wird in diesen Studien als sehr gering
zytotoxisch eingeschatzt. Der additive Effekt von Paclitaxel und Cremophor® EL wird durch
die Uberwindung der P-glykoprotein vermittelten und tubulin-assoziierten Drug Resistance
erklart [45, 50, 173]. Auch bei Cyclosporin verstarkt Cremophor® EL die Zytotoxizitat [126].
Ebenso wurde eine Wirkungsverstarkung des Zytostatikums Cisplatin durch Cremophor® EL
in einer Studie nachgewiesen, in der Cremophor® EL deshalb als Hilfsstoff fiir Cisplatin
vorgeschlagen wurde [18].

Es gibt jedoch auch In-vitro-Studien, in denen kein Effekt zur Wirkungsverstarkung durch
Cremophor® EL nachgewiesen werden konnte [75, 93, 214]. In einer Untersuchung wurde
sogar ein antagonisierender Effekt des Cremophor® EL auf die Wirkung des Paclitaxel
festgestellt [150].

Durch die Erkenntnis, dass Cremophor® EL selbst einen Zelltod durch Apoptose bewirkt,
eroffnet sich eine neue Erklarungsmoglichkeit fur die Verhinderung der Multidrug Resistance
bzw. fur die Wirkungsverstarkung durch das Vehikel. Durch die Apoptoseinduktion des
Cremophor® EL werden zusétzlich Tumorzellen beseitigt.

Trotz der Vorteile zur Wirkungsverbesserung bzw. Wirkungsverstarkung durch Cremophor®
EL sollte eine sorgsame Nutzen-Risiko-Abwagung bei Verwendung dieses Vehikels fir
Parenteralia erfolgen. Eine topische Anwendung ist sicher in jedem Fall vertretbar, da die
relative Toxizitdt gegeniiber Natriumdodecylsulfat nach 24 Stunden nur bei maximal 12%
liegt.

Als Ersatz fiir Cremophor® EL als Vehikel zur parenteralen Applikation werden vor allem
Liposomen empfohlen [49, 103, 149, 201, 205]. Auch eine polymere Poly(DL-Lactid)-block-
methoxy-polyethylenglykol-Mizelle, die den Mizellen aus Poloxamer® 188 ahnelt, wurde fiir
tauglich und giinstiger als Cremophor® EL befunden [250]. Nach den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit, kann ein Austausch von Cremophor® EL gegen Poloxamer® 188
befurwortet und empfohlen werden. Auch Emulsionen mit Polysorbat 80 werden als Ersatz
fur Cremophor® EL in Parenteralia empfohlen [127]. Polysorbat 80 kann ebenso wie Cremo-
phor® EL die zytotoxischen Effekte von Zytostatika verstérken [220]. Jedoch ist Polysorbat 80
nach 24 Stunden an U937-Zellen 4mal so toxisch wie Cremophor® EL und deshalb als

Hilfsstoff fir Parenteralia ungeeignet.
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Bei den U937-Zellen ist die Hauptursache des Zellsterbens durch Cremophor® EL die
Apoptose. Sie wird erst nach langerer Exposition, nach 20 Stunden induziert. Diese Ergeb-
nisse stimmen mit denen des Zytotoxizitatstest mit EZ4U Uberein. Der Verlust der mitochon-
drialen Reduktaseaktivitat stellt ein wichtiges Merkmal der friilhen Apoptose dar. Diese Dys-
regulation der Mitochondrienfunktion geht der Zellschrumpfung und der Kernfragmentierung
und schlieRlich der Lyse der Zelle voraus [248]. Die Ergebnisse bei Cremophor® EL ent-
sprechen einem solchen Ablauf.

Auch die morphologischen Beobachtungen an U937-Zellen bestatigen, dass Uberwiegend
Apoptose durch Cremophor® EL induziert wird. Die Zellveranderungen nach 1-stiindiger
Exposition mit sehr hohen Cremophor® EL-Konzentationen sind dabei véllig verschieden von
denen, die nach langerer Expositionszeit mit geringeren Konzentrationen beobachtet
wurden. Wahrend nach 24-stindiger Exposition die Zellen apoptotisch und lysiert sind,
erscheinen die Zellen nach 1 Stunde im Durchmesser kleiner aber rund. Bei diesen extrem
hohen Konzentrationen konnte das Zellsterben allein durch die hohe Osmolaritat verursacht,
also nekrotisch, sein.

Ganz anders waren die morphologischen Veranderungen an den HaCaT-Zellen. Es konnten
weder Hinweise auf eine Apoptose, noch eine Zelllyse beobachtet werden. Nach einer
Stunde ist Cremophor® EL toxischer fir HaCaT-Zellen als fir U937-Zellen. In einem
groRBeren Konzentrationsbereich (0,5-100 mg/ml) liegt bei HaCaT-Zellen die Zytotoxizitat bei
30-70%. Es scheint in diesem Konzentratiosbereich nur ein Teil der HaCaT-Zellen ge-
schadigt zu werden. Wie gezeigt werden konnte, kénnen sich die HaCaT-Zellen in diesem
Konzentrationsbereich nach Entfernung des Cremophor® EL wieder etwas regenerieren.
Eine anhaltende zytotoxische Wirkung des Cremophor® EL nach seiner Entfernung ist an
HaCaT-Zellen ausgeschlossen.

Die Membrantoxizitdt des Cremophor® EL ist wie die Zytotoxizitdt gering, nimmt jedoch
ebenfalls mit der Expositionszeit stark zu. Da die Arachidonsaure-Freisetzung bei 4°C sehr
niedrig ist, und die MTK bei 4°C wesentlich grof3er ist als die bei 37°C, sind enzymatische
Prozesse, die die Arachidonsdure-Freisetzung mitbedingen, im Konzentrationsbereich zwi-
schen den MTK-Werten anzunehmen.

Die beiden untersuchten Fraktionen des Cremophor® EL weisen Unterschiede in ihrer
Toxizitat auf. Dabei ist die Aqua-Fraktion, die vor allem hydrophobere Bestandteile enthalt, in
jedem Fall weniger toxisch als Cremophor® EL selbst. An den HaCaT-Zellen ist nur ein
additiver Effekt der beiden Cremophor® EL-Fraktionen nachgewiesen worden. Der Effekt an
den U937-Zellen ist jedoch Uberadditiv.

Auch die Effekte der beiden Fraktionen auf die Zellmembran waren uUberadditiv. Die
Methanol-Fraktion bewirkt in etwa die gleiche Arachidonsdure-Freisetzung wie unfraktio-

niertes Cremophor® EL. Die Aqua-Fraktion hingegen ist weniger membrantoxisch.
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Beide Fraktionen des Cremophor® EL verursachen Apoptose. Der Anteil der Aqua-Fraktion
am Gesamtgemisch verursacht jedoch weniger Zellverdnderungen.

Beide Fraktionen bewirken an den U937-Zellen die gleichen morphologischen Verande-
rungen wie das Gesamtgemisch. Auch an HaCaT-Zellen fuhrte zumindest die Methanol-
Fraktion zu den gleichen Veranderungen an den Zellen. Die Aqua-Fraktion verursachte bei
den HaCaT-Zellen andere sichtbare Zellveranderungen als die Methanol-Fraktion und das
Gesamtgemisch. Cremophor® EL kénnte durch Entfernung der hydrophilen Komponenten
hinsichtlich seiner Zytotoxizitat verbessert werden.

Bei Untersuchungen von Cremophor® EL-Fraktionen durch eine andere Arbeitsgruppe wurde
festgestellt, dass vor allem Komponenten mittlerer Hydrophobie die Lipoproteinverschiebung
und die Aminosaure-Transport-Hemmung vermitteln sowie die Lebensfahigkeit von murinen
Leukamiezellen veringern. Die Multidrug Resistance wird im Gegensatz dazu durch die
hydrophoberen Komponenten verhindert. So wird von den Autoren vorgeschlagen, durch
Entfernung der Komponenten, die dass Lipoproteinmuster verschieben, Cremophor® EL zu
verbessern. Die allergischen Nebenwirkungen und die Zytotoxizitats-vermittelnden Kom-
ponenten sind jedoch dann immer noch enthalten [130].

Der Vorschlag Cremophor® EL zu fragmentieren und so das Wirkungs-Nebenwirkungs-Profil
zu verbessern scheint jedoch sehr sinnvoll, wie auch die vorliegende Arbeit bestatigt. Es
misste allerdings auch gewahrleistet sein, dass die gewilnschten Hilfsstoffeigenschaften
und die wirkungsverstarkenden Qualitdten bei Entfernung der unerwiinschten Komponenten

erhalten bleiben.

Poloxamer® 188

Poloxamer® 188 wird am Auge sehr gut toleriert. Fiinf Tage nach einer Applikation von 1 und
2%iger LOsung waren weder toxische noch entzundliche Reaktionen festzustellen. Auch an
der Cornea gab es keine Veranderungen. Poloxamer® 188 ist weder hepato- noch nephro-
toxisch und wirkt nicht hamolytisch. Aufgrund dieser geringen Toxizitat wird Poloxamer® 188
fur die Anwendung am Auge und die parenterale Applikation empfohlen [131].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen diese geringen toxischen Eigenschatften.
Poloxamer® 188 ist die am wenigsten toxische Substanz, bezogen sowohl auf die Zyto-
toxizitat als auch auf die Membrantoxizitat. Es weist 0,03% relative Zytotoxizitat und 0,01%
relative Membrantoxizitat im Vergleich zu Natriumdodecylsulfat auf. Wie bei Cremophor® EL
nach 1-stindiger Exposition entstehen Zellen, die im Durchmesser kleiner aber rund sind.
Bei den extrem hohen Konzentrationen, in denen Poloxamer® 188 toxisch ist, konnte das
Zellsterben allein durch die hohe Osmolaritat verursacht sein. Auch fiir Poloxamer® 188 sind
enzymatische Effekte, die zu Mebranschaden fiihren, anzunehmen. Die MTK bei 4°C ist
deutlich grof3er als die bei 37°C.
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Da sich alle nichtionischen Tenside vom Macrogol ableiten, wurde auch Macrogol 6000 an
U937-Zellen auf Zytotoxizitat untersucht. Es ist jedoch noch geringer zytotoxisch als
Poloxamer® 188. Die CCs, nach 24 Stunden war 3mal so grof3. Auch hier wurde das Zell-

sterben wahrscheinlich durch die hohe Osmolaritat verursacht.

Gegenuberstellung der untersuchten Tenside

Die untersuchten offizinellen Tenside weisen deutliche Unterschiede in ihrer In-vitro-Toxizitat
auf. Wahrend einige schon in Konzentrationen von wenigen pg/ml zytotoxisch und membran-
toxisch sind, gibt es Tenside die erst im Milligrammbereich Uberhaupt toxische Erschei-
nungen an den Zellen verursachen. Die relative Toxizitat im Vergleich zu Natriumdodecyl-
sulfat reicht aufgrund dessen von 900 bis 0,01%.

Die Rangfolge in der Toxizitat bei den verwendeten Methoden war fur die untersuchten
Tenside weitestgehend ubereinstimmend. In zahlreichen Studien wurde das gleiche Ranking
in der Toxizitat der Tenside ermittelt. Eine starkere Zytotoxizitat von Benzalkoniumchlorid im
Vergleich zu Natriumdodecylsulfat wurde an verschiedenen Testsystemen zur Zytotoxizitat,
wie Neutralrotaufnahme, MTT-Test, Totalproteingehalt, Neutralrot-Freisetzung, LDH-Frei-
setzung an primaren und permanenten Zellkulturen unter anderem von Haut und Mund-
schleimhaut sowie an Hautorgankulturen festgestellt [62, 76, 120, 143, 154, 224].

An einer Zelllininie von Rattensublingualzellen sowie an einer Fibroblastenzelllinie wurde mit
Neutralrot-Aufnahme, Proteingehalt-Messung sowie Aktivitatsbestimmung der sauren
Phosphatase eine starkere Toxizitat von Natriumdodecylsulfat im Vergleich zu Polysorbat 80
bestimmt [87, 88].

Die Toxizitatsrangfolge Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat > Polysorbat 80 wurde
an HaCaT-Zellen mit XTT-Test sowie an primaren humanen Keratinozyten und zwei
teilweise bzw. ganz verhornten Keratinozyten-Hautfibroblasten-Cokuluren mit Neutralrot-Auf-
nahme, MTT-Test, LDH-Freisetzung, R-N-Acetyl-Glucosamidase-Freisetzung, Glucosever-
brauch und Prostaglandinfreisetzung ermittelt [36, 174]. Sie stimmt auch mit In-vivo-Daten
von Patchtests tUberein [36, 174].

Eine starkere Toxizitdt von Benzalkoniumchlorid gegeniber Natriumdodecylsulfat und
Cocamidopropylbetain wurde an primaren humanen Keratinozyten, einer humanen Keratino-
zytenlinie, an einer Kaninchennierenepithelzelllinie im MTT-Test sowie in vivo an rasierter
Kaninchenhaut festgestellt. Die Toxizitat des Natriumdodecylsulfats entsprach dabei der des
Cocamidopropylbetains [234].

An primaren Keratinozyten, HaCaT-Zellen und einer permanenten Mausfibroblastenlinie
hatten Natriumdodecylsulfat, Natriumdodecylethersulfat und Cocamidopropylbetain bei der
Neutralrot-Freisetzung, in Proliferationsuntersuchungen, im MTT-Test und bei der Proteinge-

haltsbestimmung wie in der vorliegende Arbeit eine gleiche Toxizitat [136, 137]. Diese
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Ubereinstimmung in der Toxizitat wurde auch bei einem okklusiven Patchtest mittels
Seifenkammer in vivo bestimmt [136, 137].

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Rangfolge Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecyl-
sulfat > Triton® X-100 wurde mit LDH-Freisetzung, MTT-Test, Neutralrot-Aufnahme an pri-
maren Kaninchencorneazellen und in vivo im Draize-Test bestatigt [101].

In einer Studie wurde die gleiche Rangfolge in der Toxizitat von vier der getesteten Tensiden
(Brij°78 > Natriumdodecylsulfat > Triton® X-100 > Polysorbat 80) gefunden. Die Unter-
suchungen wurden an humanen Haut-Fibroblasten und Keratinozyten mit MTT-Test und
Neutralrot-Aufnahme durchgeftihrt [47].

Ahnliche Ergebnisse wie in der vorliegenden Arbeit wurden bei zwei weiteren Studien
ermittelt. Natriumdodecylsulfat und Triton® X-100 waren stark hamolytisch, wahrend
Cremophor® EL nicht hamolytisch war [187]. Bei einer In-vivo-Studie am Rattenauge war
Triton® X-100 weniger reizend als Brij®78 [157].

Auch in anderen In-vitro-Tests, die die Freisetzung von Arachidonséaure bestimmen, wurden
Tenside untersucht. Dabei wurde das gleiche Ranking der Membrantoxizitat (Benzalkonium-
chlorid > Natriumdodecylsulfat > Polysorbat 80) wie bei der vorliegenden Arbeit bestimmt
[164, 165].

Es wurde jedoch auch in mehreren Untersuchungen ein von den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit abweichendes Ranking gefunden. So wurde am humanen Hautmodell
Skin2 mit MTT-Test und vergleichenden In-vivo-Tests an der humanen Haut folgende
Reihenfolge festgestellt: Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat = Triton® X-100 >
Natriumdodecylethersulfat = Cocamidopropylbetain [60]. An normalen humanen Fibroblasten
wurde im Neutralrottest, LDH-Freisetzungstest und MTT-Test folgendes Ranking gefunden:
Triton® X-100 > Natriumdodecylsulfat > Natriumdodecylethersulfat > Polysorbat 80 [12].

Ein vollig anderes Ranking als in der vorliegenden Arbeit wurde bei einem Hamolysetest
ermittelt: Cocamidpropylbetain = Benzalkoniumchlorid > Natriumdodecylsulfat = Natriumdo-
decylethersulfat [175]. Auch hier wurde eine gute Korrelation mit In-vivo-Daten aus dem
Draize-Test errechnet [175].

Bei einem Plastik-Okklusions-Stress-Test wurde auch eine von der in der vorliegenden
Arbeit abweichende Reihenfolge der Toxizitat festgestellt. Der gemessene Oberflachen-
wasserverlust war bei Natriumdodecylsulfat am starksten, das Ranking war wie folgt:
Natriumdodecylsulftat > Gemisch aus amphoteren und nichionischen Tensiden > Coamido-
propylbetain > Benzalkoniumchlorid > Sorbitanalkylether [23].

In anderen Untersuchungen war nur jeweils ein Tensid abweichend vom Ranking der
vorliegenden Arbeit.

Cocamidopropylbetain, dass in der vorliegenden Arbeit die gleiche Toxizitdt wie Natrium-

dodecylsulfat aufweist, zeigte sich in einer Untersuchung an normalen humanen
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Keratinozyten im MTT- und im Neutralrot-Aufnahmetest zytotoxischer als Natriumdodecyl-
sulfat [22]. Bei parallel durchgefuhrten In-vivo-Studien war jedoch Natriumdodecylsulfat
starker irritierend als Cocamidopropylbetain [22]. Polysorbat 80 war in dieser Studie
entsprechend den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit weinger toxisch als Cocamidopropyl-
betain und Natriumdodecylsulfat [22].

In einer anderen Studie war Triton® X-100 zytotoxischer als Natriumdodecylsulfat, Natrium-
dodecylethersulfat und Coamidopropylbetain, die wie in der vorliegenden Arbeit die gleiche
Toxizitdt aufwiesen. Polysorbat 80 war entsprechend weniger toxisch als die anderen
Tenside. Die Untersuchungen umfassten die Ermittlung der Stoffwechselrate einer
Mausfibroblastenzelllinie, den Neutralrot-Aufnahmetest an einer Kaninchencorneazelllinie
sowie die Proteingehaltsbestimmung an einer Lungenfibroblastenlinie von chinesischen
Hamstern [194].

Eine mit Natriumdodecylsulfat vergleichbare Zytotoxizitdt von Triton® X-100 wurde an
primaren Hornhautzellen im MTT-Test ermittelt. Ubereinstimmend war Benzalkoniumchlorid
am meisten und Polysorbat 20 am wenigsten toxisch [177].

An rekonstruierter Haut war die Zytotoxizitat von Triton® X-100 gréRer als die des Natriumdo-
decylsulfats, wahrend Benzalkoniumchlorid und Polysorbat 80 wie in der vorher erwahnten
Studie dem Ranking der vorliegenden Arbeit entsprachen [178]. Eine gute Korrelation mit
den augenreizenden Eigenschaften der Tenside wurde (berdies fir dieses Ranking
festgestellt [178].

Cocamidopropylbetain, Natriumdodecylethersulfat und Natriumdodecylsulfat besitzen nach
der vorliegenden Arbeit die gleiche Toxizitat. Cocamidopropylbetain wurde auf Grund von
Untersuchungen mit MTT-Test und Proteingehaltbestimmung an einer Fibroblastenlinie
sowie durch In-vivo-Untersuchungen, bei denen die Desquamation der Mundschleinhaut
bestimmt wurde, als signifikant besser vertraglich als Natriumdodecylsulfat eingestuft [94].
Auch der Einfluss von Natriumdodecylsulfat auf wiederkehrende Aphthengeschwire war
signifikant groRer als der von Cocamidopropylbetain [113]. Bei Tierversuchen an der Maus
war Natriumdodecylethersulfat im Krimmungstest besser vertraglich und im oberen
Respirationstrakt weniger irritierend als Natriumdodecylsulfat [41].

Abweichungen vom Ranking der vorliegenden Arbeit sind vor allem bei In-vivo-Daten
aufgetreten, jedoch gibt es auch gute Ubereinstimmungen mit In-vivo-Untersuchungen. Es
gilt zu bedenken, dass In-vivo-Daten an sich schon stark varriieren. Besonders der Wider-
spruch zwischen der starken Zytotoxizitat von Brij®s und ihren scheinbar geringen irritieren-
den Eigenschaften wurde mehrmals diskutiert [47, 157]. Eine gute Korrelation von Zytotoxizi-
tatswerten und Draize-Test konnte so z.B. nur ohne Einbeziehung des Brij® ermittelt werden

[47]. Auch beim Vergleich von Hamolyse, Draize-Test und Zytotoxizitat an der Kaninchen-
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cornea konnte Brij® nicht in die Korrelationsrechnung einbezogen werden. Es ist stark

zytotoxisch, verursacht jedoch keine Augenreizung im Draize-Test [44].

Toxische Mechanismen der Tenside

Alle getesteten Tenside zeigen eine deutliche Zunahme ihrer In-vitro-Toxizitat mit der Expo-
sitionszeit. Dies ist nicht flr jede Substanzgruppe gesetzmalfiig, bei Heparinoiden ist z.B. bei
ahnlichen Versuchen mit dem XTT-Test keine Anderung der CCso-Werte nach 24 Stunden
im Vergleich zur 1-stindigen Expositionszeit festgestellt worden [132].

Diese zeitabhangige Zunahme der Toxizitat ist bei Tensiden vor allem dann von Bedeutung,
wenn es sich um wiederholte Applikationen oder eine Daueranwendung von Tensiden
handelt. Eine Zunahme der In-vivo-Toxizitat mit der Zeit wurde mit Tandemmodellen an der
humanen Haut mehrfach untersucht und bestétigt [6, 74, 145, 235].

Bei wiederholter Applikation und nach langerer Exposition mit geringen Tensidkonzen-
trationen wurden auch vollig andere Veranderungen an den Epidermiszellen nachgewiesen.
Es kam zu einer Verdickung des Stratum spinosum, zu Hyperkeratose und Zellkerntrimmer
wurden gebildet. Bei kurzzeitiger Exposition mit hoheren Dosen waren solche Veréande-
rungen nicht zu beobachten [140]. In einer Ubersichtsarbeit wurde geschlussfolgert, dass die

Einwirkdauer der Tenside auch das Ranking ihrer Toxizitat entscheidend mitbestimmt [185].

Tenside sind seit langerer Zeit bekannt dafir, dass sie Membranschéden verursachen [190].
Bereits 1967 wurde diese Eigenschaft des Natriumdodecylsulfats an Ziliatenzellen unter-
sucht [190].

Im Testsystem der vorliegenden Arbeit war fir alle getesteten Tenside eine Membranschadi-
gung nachzuweisen. Alle Substanzen, die untersucht wurden, erhdhten die Arachidonséaure-
Freisetzung zeit- und konzentrationsabhangig. Das Ausmall der Membrantoxizitat der unter-
suchten Tenside war jedoch sehr unterschiedlich.

Die Temperatur hatte bei den meisten Tensiden keinen Einfluss auf die Desintegration der
Membran, sodass fur diese Tenside ein enzymatischer Mechanismus ausgeschlossen
werden konnte. Wahrscheinlich wird die Arachidonséure bzw. die Phophoglyceride durch die
oberflachenaktiven Eigenschaften der Testsubstanzen aus der Membran herausgelost. Es
handelt sich also um eine unspezifische Membranschadigung ohne Phospholipase A2-
Aktivierung. Lediglich bei den gering toxischen Tensiden, Cremophor® EL, Poloxamer® 188
und Sojalecithin, sind enzymatische Prozesse an der Membranschadigung mitbeteiligt.

An Keratinozyten der Sublingualschleimhaut wurde festgestellt, dass eine Prostaglandin E2-
Freisetzung durch Natriumdodecylsulfat nur in zytotoxischen Konzentrationen erfolgt. Andere
untersuchte Substanzen waren in der Lage Prostaglandin E2 auch in Abwesenheit von

Zytotoxizitat freizusetzen. Die Autoren schlussfolgerten daraus einen nicht enzymatischen
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Mechanismus fur Natriumdodecylsulfat [142]. Was mit den Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit Gbereinstimmen wirde.

Beim Vergleich der Ergebnisse der Trypanblaufarbung mit den Ergebnissen des AART ist
festzustellen, dass bei der MTK bereits 10-30% (Brij®78) bzw. 30-50% (Benzalkoniumchlorid)
der Zellen mit Trypanblau anféarbbar waren. Das spricht fiir eine Permeabilitatserh6hung der
Membran vor der Zerstérung der Membran. Diese Permeabilitatserh6hung erfolgt auch vor
der Beeintrachtigung der Mitochondrien. Ein solcher Mechanismus tritt jedoch nicht immer
auf. Er scheint vielmehr typisch zu sein fur stark zytotoxische Tenside. Bei &hnlichen Unter-
suchungen an Heparinoiden, die nur sehr gering toxisch waren, wurden Mitochondrien in
ihrer Funktion gestort, ohne dass sich die Zellen mit Trypanblau anféarben lieRen [132].

AuRer bei Benzalkoniumchlorid und Cremophor® EL konnte durch alle Tenside eine der
Positivkontrolle entsprechende maximale Arachidonsaure-Menge freigesetzt werden. Das
Erreichen der maximalen Arachidonsdure-Freisetzung, aber auch die morphologischen
Untersuchungen sprechen fiir eine Lyse der Zellen durch hohe Tensidkonzentrationen bzw.
nach langerer Expositionszeit. Auch dieser Umstand scheint fir Tenside typisch zu sein.
Benzalkoniumchlorid fuhrt zwar ebenfalls zur Lyse der Zellen, héhere Konzentrationen
fixieren jedoch die Zellen und die Membran bleibt in ihrer Form erhalten. Cremophor® EL
scheint beziglich des Mechanismus der Membrantoxizitdt von den anderen Tensiden
abzuweichen, das Zellsterben ist hier vor allem apoptotisch verursacht. Eine Lyse der Zellen
erfolgt nicht primar durch Desintegration der Membran, sondern nur im Anschluss an die
Apoptose.

Die durchgefuhrten Untersuchungen legen folgenden Ablauf der Membrantoxizitat nahe:
konzentrations- und zeitabhéangig erfolgt primér eine Erhéhung der Membranpermeabilitét,
dann eine Desintegration der Membran und schlief3lich die vollige Auflésung der Membran.
Dieser beschriebene Mechanismus wurde von mehreren Autoren vertreten.
Natriumdodecylsulfat und Triton® X-100 bewirkten unterhalb der kritischen Mizellbildungs-
konzentration (cmc) eine Zytotoxizitat bei B16-Melanomzellen, die mit Trypanblauféarbung
nachgewiesen wurde. In der Nahe der cmc kam es zur Zelllyse, die als Zellverflissigung
photometrisch ermittelt wurde. In dieser Arbeit wurde die Membranschadigung als priméare
Schlisselstelle der Zytotoxizitat bezeichnet [179].

An C3H-Zellen (embryonale Mausfibroblasten), normalen humanen Epidermiskeratinozyten
und am Hautmodell wurden bei geringen Tensidkonzentrationen zunéchst Effekte wie eine
Bindung an die Membran und feine Anderungen in der Membranpermeabilitéat festgestellt.
Untersucht wurden bei dieser Studie ebenfalls Natriumdodecylsulfat und Triton® X-100. In
hoheren Konzentrationen fihrten diese dann zur Membranlyse und Membranfusion.
Schlie3lich kam es zur Zerstorung der Membran. Es bildeten sich gemischte Mizellen,

Proteine und Lipoproteinkomplexe [39].
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Der gleiche Ablauf der Membrantoxizitat, dass Tenside an dermales Keratin binden und die
Loslichkeit fur Proteine erhéhen, Cholesterol, Phospholipide und Proteine aus der Membran
herausgeltdst werden und schlie3lich Zytolyse folgt, wurde schon 1974 diskutiert [99].

In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass Triton® X-100 unterhalb der cmc in
Phospholipid Bilayer aufgenommen wird. In hdoheren Konzentrationen kam es zur teilweisen
Auflésung des Bilayers, oberhalb der cmc erfolgte dann die komplette Auflésung des
Bilayers [51].

In einer Ubersichtsarbeit werden die Zusammenhange der Wechselwirkung von Tensiden
mit Zellmembranen genauer analysiert. Unterhalb der cmc haben Tenside eine hohe
Bindungsaffinitat zu den Membranproteinen. Diese werden durch Tenside veréandert. Die
Membranflache wird vergréRRert, sodass es zunachst zur Stabilisierung der Membran gegen
osmotische Einflisse kommt. In diesen Konzentrationen schiitzen Natriumdodecylsulfat und
Triton® X-100 Erythrozyten gegen osmotischen Schock. In héheren Konzentrationen erfolgt
die Lyse! der Zellen. Sie beginnt, wenn Proteine und Makromolekiile durch die Membran ge-
langen. Die Lyse der Membran steht mit einer massiven Erhéhung der Bindung der Tenside
an die Membran in Zusammenhang. Eine Hamolyse bedeutet aber nicht die komplette Zer-
stérung der lamellaren Membran. Die Tensid-Monomere werden bei der Hamolyse adsor-
biert, penetrieren durch die Membran, induzieren Anderungen in der molekularen Organi-
sation und Permeabilitat der Membran. So verschiebt sich das osmotische Gleichgewicht, es
kommt zur HAmoglobin-Freisetzung. Der Prozess des volligen Zusammenbruchs der lamel-
laren Stuktur der Membran wird in dieser Arbeit als Solubilisation der Membran bezeichnet.
Es entstehen Lipoproteine, Proteine und gemischte Mizellen. Bei maximaler [*H]Arachidon-
saure-Freisetzung mufte eine derartige Solubilisation der Zellmembran eingetreten sein.
Zudem veradndern Tenside membrangebundene Enzymaktivitaten. Sie kdnnen dabei
Enzyme aktivieren, hemmen oder modifizieren [110].

Da alle untersuchten Tenside eine Arachidonsaure-Freisetzung bewirken, ist bei Tensiden
auch mit verstarkter Bildung von Entziindungsmediatoren zu rechnen.

So konnten fur Natriumdodecylsulftat und Benzalkoniumchlorid auch eine Prostaglandin E2-
Freisetzung sowohl in vivo an Ratten als auch an humanen Keratinozyten festgestellt
werden. Diese stand dabei wie die Arachidonsdure-Freisetzung in enger Beziehung zur
Zytotoxizitat [141]. Auch an primaren Keratinozyten von der Sublingualschleimhaut verur-
sachte Natriumdodecylsulftat eine Prostaglandin E2-Freisetzung [142].

An humaner Haut wurden aus der Flussigkeit von Saugblaschen nach Exposition mit
Tensiden Entzindungsmediatoren wie Arachidonsaure, Eicosanoide, Interleukin-1 alpha

gaschromatografisch und mit ELISA bestimmt. Benzalkoniumchlorid, Natriumdodecylsulfat

! mit Lyse ist in diesem Zusammenhang nicht die komplette Auflosung der Zelle gemeint
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und Polysorbat 80 fiihrten zur signifikanten Erhéhungen dieser Entzindungsmediatoren
[166]. An Mastzellen konnte des Weiteren durch Tenside Histamin freigesetzt werden.

Natriumdodecylsulfat und Natriumdodecylethersulfat fihrten zur Lyse der Mastzellen [185].

Die Schadigung der Mitochondrien scheint auch im Zusammenhang mit der Membran-
toxizitat der Tenside zu stehen. Durch die Tenside werden die Mitochondrien in ihrer
Funktion nachhaltig beeintrachtigt. In der vorliegenden Arbeit war der XTT-Test bei allen
Tensiden sehr empfindlich. Durch Tenside verursachte Schwellungen der Mitochondrien
wurden bereits 1967 an Ziliatenzellen festgestellt [190].

Eine Veranderung membrangebundener Enzymaktivitdten findet auch an der Mitochondrien-
membran statt. Eine Erhdhung der Phosphorylierungsrate in den Mitochondrien wurde
nachgewiesen [110]. AuRerdem werden Protein-Protein-Wechselwirkungen im Mitochon-
drium durch Tenside gestort [110].

An einer Primarkultur von Kaninchencorneaepithelzellen wurde der Einfluss von Natrium-
dodecylsulfat auf die Mitochondrien untersucht. Natriumdodecylsulfat schadigte diese nach-
haltig. Es kam zur Erhéhung des mitochondrialen Membranpotenzials und zur Abnahme des
ATP/ADP-Verhéltnisses in den Mitochondrien. Eine Wechselwirkung des Tensides mit der

Mitochondrienmembran wurde geschlussfolgert [246].

Alle untersuchten Tenside fuhren in geringen Konzentrationen zu apoptotischen Veréande-
rungen an den Zellen. Jedoch ist in hoheren Konzentrationen die Nekrose dominierend.
Lediglich Cremophor® EL und wahrscheinlich auch Sojalecithin filhren Uberwiegend zu
Apoptose.

Bei Triton® X-100 und Benzalkoniumchlorid ist Apoptose auch von anderen Arbeitsgruppen
nachgewiesen worden. Auch hier war in geringen Konzentrationen Apoptose und in hheren
Nekrose festgestellt worden [31, 57]. Die Ursachen fir die Apoptoseinduktion stehen nach
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wahrscheinlich auch im Zusammenhang mit den
membrantoxischen Eigenschaften der Tenside. Die Theorie, dass eine Erhéhung der Mem-
branpermeabilitdt mit der Folge, dass toxische Metaboliten aus dem Zellkulturmedium in die
Zelle eindringen und Apoptose induzieren, konnte zwar eine Rolle spielen, die Uberein-
stimmung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven von AART und XTT-Test mit dem Vorkom-
men von Histon-assoziierten DNA-Fragmenten deutet jedoch auf eine direkte Apoptose-
Induktion durch die Tenside hin [31].

Einen Zusammenhang von Membrantoxizitat und Apoptose machen folgende Befunde aus
der Literatur wahrscheinlich.

Der Tumornekrosefaktor induziert sowohl Apoptose als auch eine Arachidonsdure-Frei-

setzung [241].
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Eine Fas-vermittelte Apoptose wird von einer Erhohung der Arachidonsaure-Freisetzung aus
der Membran von U937-Zellen begleitet. Die Spaltung der zytosolischen Phospholipase A2
korreliert dabei mit der Erhéhung der Caspase-3-artigen Proteaseaktivitat in apoptotischen
Zellen. Die durch die Ca®*-unabhangige Phospholipase A2 vermittelte Fettséure-Freisetzung
ist in den FAS-stimulierten Zellen erleichtert. Die freigesetzte Arachidonsaure scheint eine
modifizierende, nicht aber essentielle Rolle im apoptotischen Prozess des Zelltodes zu
spielen [15].

Eine Phospholipaseaktivierung Ioste in Mauslymphomzellen Apoptose aus, wéahrend die
Hemmung der Phospholipase A2 die DNA-Fragmentierung blockierte [4].

Die Membran von apoptotischen Zellen ist hochempfindlich fir Phospholipase A2 Typ Il. In
U937-Zellen war die Arachidonsaure-Freisetzung signifikant beschleunigt in Verbindung mit
dem Fortschreiten der Apoptose. Die apoptotische Zellmembran stellt einen potenziellen
Angriffspunkt fur extrazellulare Typ-llI-Phospholipase A2 dar. Die Arachidonsaure-Frei-
setzung war durch eine bevorzugte Hydrolyse von Phophatidylserin, dem Phospholipid, das
eine Schlusselrolle bei der Apoptose spielt, begleitet [16].

Eine Phospholipase-A2-Aktivierung ist jedoch fur die Apoptose nicht erforderlich, wie an
einer Rinderaortenendothelzelllinie festgestellt wurde. An diesen Zellen modifiziert die

Menge freigesetzter Arachidonsaure die TNF-induzierte DNA-Fragmentierung nicht [189].

Auch die Beeintrachtigung der Mitochondrien, die bei einigen der untersuchten Tenside aus
der Membranschéadigung resultiert, konnte in Beziehung zur Apoptose stehen.

So spielt der mitochondriale Membranpermeabilitétsiibergang (MPT) eine zentrale Rolle bei
der Modulation der apoptotischen Schwelle. Durch Hemmung des MPT kann Apoptose
verhindert werden [191].

Die Veranderungen der Mitochondrienfunktion, genauer der Verlust der mitochondrialen
Reduktaseaktivitat, wie er mittels XTT-Test bestimmt wurde, stellt ein wichtiges Merkmal bei
der frihen Apoptose dar. Die Dysregulation der Mitochondrienfunktion geht der Zell-
schrumpfung und der Kernfragmentierung voraus. Derartige Veranderungen werden auch fur
die zytoplasmatische Apoptosekontrolle in kernlosen Zellen, die apoptotisch sterben, verant-
wortlich gemacht [248].

Die Aufrecherhaltung des mitochondrialen Membranpotenzials geht méglicherweise parellel
mit einer Erhéhung der Membranstabilitdt und dem Mechanismus der Apoptoseinduktion
[48].

Die untersuchten Tenside scheinen durch vergleichbare Mechanismen die Membran und das
Mitochondrium zu schadigen. Auch bei Induktion des programmierten Zelltodes scheinen sie

ahnliche Mechanismen in Gang zu setzen. Dennoch weisen sie deutliche Unterschiede im
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Mechanismus ihrer Toxizitat auf, besonders die beobachteten morphologischen Zellverande-
rungen durch die einzelnen Tenside weichen sehr voneinander ab. Auch andere Arbeits-
gruppen konnten diesbeziglich Unterschiede zwischen den Tensiden erkennen. An primaren
humanen Keratinozyten konnte bei Natriumdodecylsulfat im Gegensatz zu Triton® X-100
eine langsame Progression der morphologischen Anderungen an den Zellen beobachtet
werden. Diese Progression der Zellveranderungen war bei Triton® X-100 etwas stérker als
bei Natriumdodecylsulfat. Fur die beiden Tenside wurden &hnliche, aber nicht identische
morphologische Zellverdnderungen festgestellt [27].

Auch bei Polysorbat 20 wurden an primaren Kaninchenhornhautzellen andere morpho-
logische Veranderungen als bei Tensiden wie Triton® X-100, Benzalkoniumchlorid und
Natriumdodecylsulfat beobachtet [101].

Bei grenzflachenaktiven Substanzen stellt sich die Frage nach dem Zusammenhang
zwischen ihrer Membrantoxizitat und ihren physiko-chemischen Eigenschaften.

Uber einen Zusammenhang zwischen Membranveranderungen, den Wechselwirkungen von
Tensiden mit Phospholipiden und ihrem HLB-Wert bzw. ihrer kritischen Mizellbildungs-
konzentration wurde mehrfach berichtet [51, 55, 99, 110, 179]. Allerdings wurden bei diesen

Arbeiten immer nur einige wenige Tenside untersucht.

Tabelle 58: HLB-Werte von Tensiden im Vergleich mit MTK-Werten

Substanzen MTK [ug/ml]; 1h Exposition | HLB-Wert | [Literatur]
Benzalkoniumchlorid 2,93 34,6 [249]
Natriumcetylstearylsulfat 1,87 37 [20]
Natriumdodecylsulfat 6,76 40 [251]
Cremophor® A25 1,64 16 [79]
Brij®78 1,66 15,3 [79]
Triton® X-100 41,1 13,4 [249]
Polysorbat 80 80,0 15 [79]
Cremophor® EL 20300 13 [79]
Poloxamer® 188 59600 29 [20]

In der vorliegenden Arbeit war kein Zusammenhang zwischen HLB-Wert und Membran-
toxizitat zu erkennen. In der Tabelle 58 sind die HLB-Werte einiger untersuchter Tenside den

MTK-Werten gegeniibergestellt.
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Es besteht ebenso kein Zusammenhang zwischen kritischer Mizellbildungkonzentration und
den hamolytischen Eigenschaften von Tensiden [187]. Des Weiteren scheint auch der HLB-
Wert nicht bestimmend fir das Ausmalf lokaler Irritationen sein. Vielmehr ist die Bindungs-
fahigkeit der Tenside an Proteine ein entscheidender Faktor fir das Auftreten lokaler Irri-

tationen, wie bei In-vivo-Versuchen an der Haut der Maus gezeigt werden konnte [140].

In einigen Arbeiten wurde eine pauschale Einstufung der Toxizitdtsrangfolge nach der
hydrophilen Gruppe der Tenside unternommen. Es wurden z.B. folgende Rankings angege-
ben: kationische > anionische = amphotere > nicht ionische Tenside [101]; kationische >
anionische > nicht ionische Tenside [73]. Da jedoch immer nur eine kleine Auswahl von
Tensiden untersucht wurde, ist eine solche Verallgemeinerung abzulehnen. Sie wird auch
durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit widerlegt. Es besteht kein Zusammenhang
zwischen der Ladung der hydrophilen Gruppe der Tenside und ihrer Zyto- bzw. Membran-
toxizitat.

Die in der Literatur teilweise postulierte Annahme, dass anionische Tenside generell
toxischer sind als nichtionische, konnte auch nicht bestéatigt werden, da die nichtionischen
Polyethylenglycolfettalkoholether deutlich toxischer waren als das anionische Natriumdode-
cylsulfat [73, 144, 185].

Jedes einzelne Tensid scheint sehr spezifische und komplizierte Ablaufe in Zellen und
Geweben auszulosen. Die Toxizitat der Tenside wird nicht allein durch die simple Auflésung
der Zellmembran in Folge der grenzflachenaktiven Eigenschaften verursacht. Viele unter-
schiedliche Faktoren tragen zu ihrer Wirkung bei. Die grenzflachenaktive Eigenschaft von
Tensiden ist nur eine von vielen Ursachen, die die Art und das Ausmal} ihrer Toxizitat
bestimmen. Aus diesem Grund ist es immer problematisch, von der Toxizitat einzelner Ten-
side auf andere zu schlief3en.

Auch bei In-vivo-Versuchen wurde festgestellt, das es keinen einheitlichen Mechanismus der
Toxizitdt von Tensiden gibt. Die einzelnen Tenside I6sen durch unterschiedliche Mecha-

nismen lokale Irritationen aus [6, 74].

Die durch Tenside verursachte Zytotoxizitat, unabhangig davon welcher Mechanismus sie
verursacht hat, ist von groRRer Bedeutung bei der Entstehung lokaler Irritationen. Am
Kanichenauge wurden Natriumdodecylsulfat und Brij® untersucht. Hier waren neben Flache
und Tiefe der Verletzung spezifisch der Umfang des Zelltodes ein wichtiger und prinzipieller
Faktor fir das Auftreten von Augenirritationen [124].

An der Haut der Maus kam es durch Tenside zur Zelldegeneration, zu fokalen Nekrosen mit

entzindlicher Zellinfiltration und bei wiederholter Applikation zu Akanthose und Hyperkera-
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tose. Dabei waren Zellkerntrimmer zu beobachten, die von apoptotischen Zellen stammen
konnten [140]. In vivo bestimmte lokale Irritationen korrelierten mit der Zytotoxizitat der
Tenside [185].

In der Haut provozieren Tenside vor allem Schaden in den kernhaltigen, also lebenden,
Teilen der Epidermis und bewirken Veranderungen in tieferen Teilen des Stratuum corneum.
Hohere Schichten des Stratuum corneum zeigen dagegen intakte Lipidschichten. Dies
widerspricht der alten These: Tenside schadigen allein durch Entfettung der Haut [78]. Auch
die Barrierezerstérung durch Tenside an der Haut erfolgt Gberwiegend durch Zytotoxizitat
[228].

AulRer der Zytotoxizitat spielen bei lokalen Irritationen durch Tenside vor allem die
Penetration der Tenside in Haut und Schleimhaut, die Bindung der Tenside an Proteine,
insbesondere an Keratin und an der Haut auch die Lipidentfernung eine Rolle [140, 185].

Es ist bekannt, dass durch die Kombination unterschiedlicher Tenside die Toxizitdt der
einzelnen Komponenten der Tensidmischung herabgesetzt wird. Ublich ist es deshalb Co-
Tenside zu verwenden. Cocamidopropylbetain ist ein bekanntes Co-Tensid zur Verbes-
serung der Hautvertraglichkeit [64, 65]. Es wird haufig zusammen mit Natriumdodecylsulfat
und Natriumdodecylethersulfat eingesetzt. Die Zytotoxizitdt des Gemisches von Cocamido-
propylbetain ist nach 24-stindiger Exposition signifikant weniger toxisch als Natriumdodecyl-
sulfat allein.

Auch Kombinationen von nichtionischen Tensiden mit anionischen Tensiden und Kombina-
tionen von verschiedenen anionischen Tensiden verursachen weniger Irritationen als die
einzelnen Tenside. So wurden verschiedene Kombinationen von Tensiden z.B. Natrium-
dodecylsulfat mit Cocamidopropylbetain und Natriumdodecylsulfat mit Natriumdodecylether-
sulfat in vivo im Patchtest getestet. Die Gemische verursachten immer eine deutlich ge-
ringere Irritation als die Tensidkomponenten allein [63].

Als Ursachen flir die verringerte Toxizitdét werden unter andern eine Verringerung der
Monomer-Konzentration durch Bildung gemischter Mizellen diskutiert. Das Monomer wird
hier fur die irritierenden Wirkungen verantwortlich gemacht [152]. Gegen diese These
sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, bei der eine Verringerung der Toxizitat
bereits in sehr geringen Konzentrationen deutlich unterhalb der kritischen Mizellbildungs-
konzentration erreicht wurde. Andere Autoren sind ebenfalls der Meinung, dass die
Reduktion der kritischen Mizellbildungskonzentration als Erklarung nicht genigt. Hier wird
auch die Fahigkeit zur Proteinbindung, die in den Kombinationen geringer ist, als wichtiger
Faktor fur die Toxizitatsverringerung bezeichnet [107]. Gegen die Hypothese, dass Wechsel-

wirkungen zwischen anionischen und Kkationischen Gruppen zur Toxizitatsverringerung
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beitragen, spricht, dass auch nichtionische Tenside in Kombination die Toxizitat herabsetzen
[63].

Beurteilung der Toxizitat der Tenside und der verwendeten Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden 12 Tenside, die im Européaischen Arzneibuch, im Deut-
schen Arzneibuch oder im Deutschen Arzneimittelcodex offizinell sind, auf ihre In-vitro-
Toxizitat untersucht. Dabei wurden fir alle Tenside die gleichen Testsysteme verwendet.
Zwischen den In-vitro-Toxizitaten der einzelnen Vertreter der untersuchten Tenside bestehen
deutliche Unterschiede. Da Natriumdodecylsulfat, Benzalkoniumchlorid, Polysorbat 80 und
Triton® X-100 schon hinlénglich untersucht wurden, sind Vergleiche der Tenside unter-
einander gut moglich.

Nach den aus Konzentrations-Wirkungs-Kurven ermittelten Parametern MTK und CCsgg
wurden die Tenside in stark reizende, schwach reizende und nicht reizende Tenside
eingeteilt [122]. Stark reizende Tenside sind dabei mit relativen Toxizitatwerten von 75 bis
900: Benzalkoniumchlorid, Cremophor® A25, Brij®78, Natriumcetylstearylsulfat, Natriumdo-
decylsulfat, Natriumdodecylethersulfat und Cocamidopropylbetain. Ein schwach reizendes
Tensid war mit relativen Toxizitatwerten von 65 bis 10 Triton® X-100. Polysorbat 80,
Sojalecithin, Poloxamer® 188 und Cremophor® EL wurden mit relativen Toxizitdtwerten von
30 bis 0,003 als nicht reizend eingeschétzt.

Da mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden wichtige Vitalitaitsmerkmale
der Zelle bestimmt werden, die essentiell fiir das Entstehen lokaler Irritationen sind, und die
verwendeten Methoden in vielen Studien mit In-vivo-Daten korrelieren, sind sie zur Beur-
teilung des Irritationspotenzials von Tensiden geeignet. Die Ergebnisse der verschiedenen in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden stimmten sehr gut tGberein. Aus ihnen kann
sowohl auf das Irritationspotenzial der Tenside als auch auf deren toxische Mechanismen
geschlossen werden. Auf der Basis der gefundenen Ergebnisse kdnnen weitere spezifische

In-vitro-Versuche bzw. In-vivo-Studien durchgefiihrt werden.
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6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere in Deutschland offizinelle Tenside auf
ihre In-vitro-Toxizitat zur Abschatzung ihres Irritationspotenzials getestet. Es handelt
sich dabei um anionische, kationische, nichtionische und amphotere Tenside unter-
schiedlicher chemischer Struktur, die eine breite Verwendung als Hilfsstoffe in der
Pharmazie finden. In anderen Studien ist die Zahl der untersuchten Tenside in der
Regel auf ein bis drei Vertreter begrenzt. In der vorliegenden Arbeit sind die offizinel-
len, das heildt alle wichtigen Tenside aus der pharmazeutischen Praxis an den
gleichen Modellen untersucht worden.

Die untersuchten Tenside weisen deutliche Unterschiede in ihrer In-vitro-Toxizitat
auf. Wahrend einige schon in Konzentrationen von wenigen Mikrogramm pro Milliliter
zytotoxisch und membrantoxisch sind, gibt es Tenside die erst im Milligrammbereich
toxische Erscheinungen an den Zellen verursachen. Nach 24-stiindiger Exposition
stimmt die Rangfolge in der Membrantoxizitat der Tenside weitestgehend mit der
ihrer Zytotoxizitat Uberein. Die In-vitro-Toxizitdt der Tenside nimmt in folgender
Reihenfolge zu: Poloxamer® 188 < Cremophor® EL < Sojalecithin < Polysorbat 80 <
Triton® X-100 < Natriumdodecylsulfat = Natriumdodecylethersulfat = Cocamido-
propylbetain < Natriumcetylstearylsulfat < Brij®78 = Cremophor® A25 = Benz-
alkoniumchlorid.

Die In-vitro-Toxizitat der Tenside steht weder mit der Ladung der hydrophilen Gruppe
noch mit den grenzflachenaktiven Eigenschaften in direktem Zusammenhang. Nicht
alle Tenside fuhren zur unmittelbaren Lyse bzw. Solubilisation der Zelle. Nekrose ist
nicht der Hauptmechanismus, der zum Tod der Zelle durch Tenside fihrt. Alle
untersuchten Tenside verursachen in geringen Konzentrationen Apoptose. Erst
hohere TensidKonzentrationen verursachen Nekrose. Es gibt keinen einheitlichen
Weg auf dem Tenside zytotoxisch wirken. Vielmehr gibt es fir jedes Tensid einen
ganz spezifischen Mechanismus, der zur Zerstérung der Zelle fuhrt.

Allen Tensiden gemeinsam ist dabei, die Zunahme der In-vitro-Toxizitdt mit der
Expositionszeit, die Schadigung von Membranen und das Vorkommen von sowohl
Apoptose als auch Nekrose. Mit Ausnahme der gering toxischen Tenside entstehen
die Membranschaden durch Tenside nicht auf enzymatischem Wege. Primar erfolgt
eine Erhdhung der Membranpermeabilitéat, dann eine Desintegration der Membran

und schlief3lich die vollige Auflosung der Membran.
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6. Zusammenfassung

Benzalkoniumchlorid ist am starksten zytotoxisch. Im Mechanismus seiner Toxizitat
sind folgende Besonderheiten zu finden. Die Verdnderungen an den Membranen
finden parallel zur Reduktion der mitochondrialen Aktivitdt und den apoptotischen
Veranderungen statt. Benzalkoniumchlorid fihrt in héheren Konzentrationen zur
Nekrose und Lyse der Zelle. Oberhalb dieser lytischen Konzentrationen kommt es
jedoch zur Zellmembranfixierung ohne Zelllyse.

Alle drei anionischen Tenside weisen den gleichen Toxizitats-Mechanismus mit
folgenden Charakteristika auf. Die Beeintrachtigung von Membranen findet merklich
vor den apoptotischen Veranderungen und der Reduktion der mitochondrialen
Aktivitat statt. Hohe Konzentrationen fuhren zur Nekrose und kompletten Lyse der
Zelle.

Cocamidopropylbetain zeigt einen ahnlichen Mechanismus wie die anionischen Ten-
side, an den Zellen sind jedoch andere morphologische Veranderungen zu beob-
achten.

Auch die Macrogolfettalkoholether flihren wie die anionischen Tenside primar zu
Membranveréanderungen. Bemerkenswert ist, dass bei ihnen Apoptose und Nekrose
nebeneinander ablaufen. Des Weiteren bewirken Macrogolfettalkoholether im Ver-
gleich zu anionischen Tensiden und Cocamidopropylbetain andere sichtbare
morphologische Verédnderungen an den Zellen. Sie bewirken keine sichtbare
Zelllyse.

Triton® X-100 und Polysorbat 80 bewirken primar die Reduktion der mitochondrialen
Aktivitat und dann apoptotische Veranderungen. Erst nach langerer Exposition und
bei hoheren Konzentrationen kommt es zur Zerstérung der Membran, zur Nekrose
und schlieB3lich zur kompletten Lyse der Zellen.

Der toxische Mechanismus der drei Tenside, Cremophor® EL, Poloxamer® 188 und
Sojalecithin, die nur eine aulRerst geringe Toxizitat aufweisen, unterscheidet sich in
folgenden Besonderheiten von dem der anderen, starker toxischen Tenside. Die
gefundene Membranschéadigung ist teilweise enzymatisch bedingt. Bei Cremophor®
EL und Sojalecithin ist Apoptose der Hauptmechanismus des Zellsterbens. Die Mito-
chondrien werden sekundéar geschadigt. Beide Tenside sind im Gegensatz zu den
anderen Tensiden fiir HaCaT-Zellen toxischer als fiir U937-Zellen. Bei Cremophor®
EL ist die Zytotoxizitdt nach 24 Stunden jedoch fir beide Zellarten gleich. Bei
Cremophor® EL und Poloxamer® 188 tritt in extrem hohen Konzentrationen eine

allein durch osmotische Effekte bedingte Nekrose auf.
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6. Zusammenfassung

Nach den ermittelten Parametern MTK und CCso wurden die Tenside in stark reizen-
de (Benzalkoniumchlorid, Cremophor® A25, Brij®78, Natriumcetylstearylsulfat, Natri-
umdodecylsulfat, Natriumdodecylethersulfat und Cocamidopropylbetain), schwach
reizende (Triton® X-100) und nicht reizende (Polysorbat 80, Sojalecithin, Poloxamer®
188 und Cremophor® EL) Tenside eingeteilt.

Das Standardirritans Natriumdodecylsulfat ist weniger toxisch als das analoge
Natriumcetylstearylsulfat mit einer langeren Kohlenstoffkette. Es weist eine
vergleichbare Toxizitat wie das ethoxylierte Derivat Natriumdodecylethersulfat und
das amphotere Tensid Cocamidopropylbetain auf.

Benzalkoniumchlorid ist von den untersuchten Tensiden am meisten toxisch. Seine
breite und unkritische Anwendung ist nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
und Ergebnissen anderer Untersucher nicht mehr zu befirworten.

Bei parenteraler Applikation kann Cremophor® EL die Wirkung von Zytostatika
verstarken, jedoch auch zu unerwinschten Wirkungen fihren. Bei langer dauernder
Anwendung ist nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine zytotoxische
Wirkung nicht ausgeschlossen. Es sollte in jedem Fall bei Verwendung dieses Hilfs-
stoffes fUr parenterale Arzneiformen eine sorgsame Nutzen-Risiko-Abwagung erfol-
gen. Eine Verbesserung des Vehikels durch seine Fraktionierung ist nach den
vorliegenden Ergebnissen theoretisch moglich und ware zu Gberprifen.

Die mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden erzielten Ergebnisse
sind zur Beurteilung des Irritationspotenzials von Tensiden geeignet. Die Resultate
der verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten Methoden stimmten sehr gut tber-
ein. Ebenso gibt es eine groRe Anzahl von Ubereinstimmungen mit Literaturdaten fur
einzelne der untersuchten Tenside. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
kann sowohl auf das Irritationspotenzial der Tenside als auch auf deren toxische
Mechanismen geschlossen werden. Die verwendeten Methoden flhren zu objektiven
Ergebnissen, auf deren Basis Konzentrations-Wirkungs-Kurven erstellt und konkrete
KenngroRen ermittelt werden konnen. Ihre Durchfiihrung ist zudem wenig aufwendig
und mit geringem Substanzverbrauch verbunden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit sollen eine Grundlage fur weitere spezifische In-vitro-Versuche und fir In-vivo-

Studien zum Irritationspotenzial offizineller Tenside sein.
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