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1 ZWECK

Diese Standardanweisung beschreibt die Gewinnung von hitzeseparierten

Epidermissheets zum Einsatz bei Permeationsversuchen mit statischen Franzzellen.

2 EINSATZBEREICH

Diese Arbeitsanweisung dient zur Gewinnung standardisierter hitzeseparierter

Humanepidermissheets fir in-vitro Permeationsversuche.

3 LIMITIERUNGEN

Eine Ubertragung der hier beschriebenen Methode auf Tierhaute ist nicht moglich.
Werden Humanhaute aus anderen Korperregionen als dem Bauchbereich benutzt, muss
die Vorschrift ggf. geringfugig variiert werden. Die Haut darf maximal 6 Monate bei einer

Temperatur von —20 / -26°C eingefroren bleiben.
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4 MATERIALIEN + GERATE

4.1 Transportgefal3e fur die Haut

Kihltasche mit Kiihlakkus

Tuch um einen direkten Kontakt zwischen den Kihlakkus und der Haut zu vermeiden

4.2 Gerate und Materialien zur Hautpraparation

2 Skalpelle

2 Chirurgische Pinzetten

2 Anatomische Pinzetten

4 Arterienklemmen nach Rochester-Ochsner, gerade

1 Schere

1 Préaparierplatte (Lochplatte) oder Prépariertisch

4 Gummiringe

Zemuko, Fa. Hartmann

Aluminiumfolie

Anatomische Schere

4.3 Gerate und Materialien zum Einfrieren/Lagerung der Haut

2 Anatomische Pinzetten

Aluminiumfolie

PE-Gefrierbeutel

Tesafilm Klebeband z.B. Typ Multi-Film kristall-klar, Fa. Baiersdorf, Hamburg
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4.4 Gerate und Materialien zur Herstellung des hitzeseparierten

Epidermissheet

Henkeleisen/Locheisen 20 und 25 mm

2 Anatomische Pinzetten

Becherglas mit Wasser 60°C
Wasserbad 60°C

Petrischalen

Lupe

Stoppuhr

Pinzette fur Deckglaser, gebogen

Filterpapier Schleicher und Schull Typ 595

Cellulosemembran Dianorm Typ 10.17, Durchmesser 63 mm (Fa. Gunther

Maierhofer, Stockelstr. 5a, 81247 Minchen, Tel. 089-8114447

PBS-Puffer

Ringerldsung

Ggf. Akzeptormedium

4.5

Gerate zur Uberfiihrung der hitzeseparierten
Epidermissheets in ein statische Franzdiffusionszelle

Pinzette fur Deckglaser, gebogen
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5 DURCHFUHRUNG

5.1 Erfassung von Hautdaten

Alter:
Geschlecht:
Hautareal:

Verwendetes Desinfektionsmittel:

Krankheiten, welche die Haut betreffen:

Zeitpunkt der Entnahme:

Zeit zwischen Entnahme und Pré&paration:

Einfrierzeitpunkt:

5.2 Transport der Haut

Innerhalb von 6 Stunden nach Entnahme unter Kihlung, eingeschlagen in OP-Tichern,

um eine Kontamination mit subcutanem Fettgewebe zu vermeiden. (Durch diese

Vorgehensweise bleibt der native Hydratationszustand der Haut erhalten.)

5.3 Praparation der Haut

1. Bendtigte Geréate bereitlegen.

2. Préparierplatte oder Prapariertisch mit einer Lage Aluminiumfolie und dartber einer

Lage Zemuko abdecken.

3. Reinigung der Hautoberflache mit lauwarmem Wasser (Zemuko).

4. Aufteilen der Haut in ca. 10 cm x 10 cm grof3e Stiicke (Skalpell oder Schere).

5. Hautsttick mit der Stratum-corneum-Seite nach unten auf den Prapariertisch legen.

6. An den vier Hautecken die Arterienklemmen befestigt und mittels der Gummiringe die

Haut spannen.

7. Mittels eines Skalpells wird das subcutane Fettgewebe abprépariert. Hierzu wird das

subcutane Fettgewebe mit einer chirurgischen Pinzette gegriffen und direkt unterhalb
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der Dermis mittels Skalpell abgetrennt. Dabei ist darauf zu achtet, dass keine
Kontamination der Oberflache der Haut (Stratum corneum) durch subcutanes Fett

erfolgt.

5.4 Einfrieren/Lagerung der Haut

1. Praparierte Hautsticke mittels den anatomischen Pinzetten auf Aluminiumfolie legen

und ggf. glattstreichen.

2. In Aluminiumfolie eingeschlagen (Rander mehrmals umbdérdeln) und anschliel3end in

den Gefrierbeutel gegeben. Diesen moglichst luftdicht verschlieRen (Klebeband).
3. Bei —20°C bis —30°C in der Kihltruhe auf einer ebenen Unterlage einfrieren.

4. Vor Weiterverwendung sind die Proben mindestens 24 Stunden in der Gefriertruhe zu

lagern.

5. Die maximale Lagerungszeit betragt 6 Monate.

5.5 Herstellung hitzeseparierter Epidermissheets

Vorbereitung der Cellulosemembran:

Mittels eines Henkeleisens wird eine Stanze von 25 mm Durchmesser genommen und
fur 24 Stunden in destilliertem Wasser in einer Petrischale gewéassert. Danach wird die
Membran fir 1 Stunde in PBS umhydratisiert. Je nach verwendetem Akzeptormedium ist

an Stelle des PBS Puffers ggf. dieses zu verwenden.

Entnahme der Hautprobe:

Mittels einer Stanze (Henkeleisen, Locheisen) wird aus dem gefrorenen Hautstlick eine
Hautprobe mit einem Durchmesser von 20 mm entnommen. Der Stanzabstand zum
Rande des Hautstiickes muss mindestens 5 mm betragen. Dabei ist auf jeden Fall zu
vermeiden, dass das Resthautstiick antaut. Ggf. eine Cold-plate verwenden. Angetaute
Resthautstticke durfen nicht wieder eingefroren und weiterverwendet werden!

Das ausgestanzte Hautstlick wird zum Auftauen auf ein Filterpapier gelegt (Auftauzeit

ca. 5 Minuten).
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Nach dem Auftauen oberflachlich mit Ringerldsung auf einem Wattebausch reinigen.

Hautprobe makroskopisch auf Unversehrtheit inspizieren. Ggf. Lupe verwenden.

Hitzeseparation der Haut:

Um Dermis und Epidermis (Stratum corneum und ,lebende‘ Epidermis) zu trennen wird

wie folgt vorgegangen:

1.

Einbringen der Hautprobe in Wasser von 60°C fir 90 Sekunden (anatomische

Pinzette).

Aufbringen der Hautprobe auf Filterpapier (Stratum corneum oben, Dermis unten)

und trocken tupfen der Oberflache mit Filterpapier.

Abpréparieren der Epidermis mittels einer stumpfen Pinzette (anatomische Pinzette)
durch vorsichtiges Rubbeln vom Rand des Hautstlickes her.

Uberfilhren der abpraparierten Epidermis in eine Petrischale mit PBS, Stratum-
corneum-Seite nach oben.

Hydratisierung fur mindestens 30 min in PBS. Dabei entfaltet sich die abpréparierte
Epidermis vollstandig.

Zur Verbesserung der Handhabung des sehr dinnen Epidermispraparates wird
dieses auf eine Cellulosemembran aufgezogen, die mindestens 1 Stunde lang in PBS
gequollen wurde (siehe oben). Hierzu gequollene Cellulosemembran mittels einer
Pinzette fir Deckgléaser unter die Epidermis schieben und anschlie3end Epidermis

und Cellulosemembran entnehmen.

5.6 Uberfihrung der hitzeseparierten Epidermissheets in

statische Franzzellen

Die auf die Cellulosemembran aufgezogene Epidermisprobe wird in statische
Franzzellen Gberfuhrt. Dabei ist zu gewéhrleisten, dass die Epidermis mindestens 2

mm auf dem Glasrand der Zelle aufliegt.
Vor dem Versuch wird 30 Minuten aquilibriert.

Das weitere Vorgehen erfolgt nach der bei den Kunsthauten beschriebenen SOP.
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6 DATEN

6.1 Dokumentation und Archivierung der Daten

Die Daten der Haut sind auf einer Karteikarte zu erfassen und unter Verschluss

aufzubewahren.
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