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1 Zweck

Standardisierte Vorbereitung und Behandlung von Kunsth&uten zur Durchfiihrung von Per-

meationsversuchen mit Franz-Diffusionszellen.

2 Einsatzbereich

Die Arbeitsanweisung dient der Vereinheitlichung der Permeationsversuche mit Kunsth&uten
im Rahmen des BMBF-Projekts (BEO 0312881-6).

3 Allgemeine MalRhahmen und Gerate

Die in speziellen Transportgeféal3en gelieferten Kunsthaute werden entsprechend den Anwei-
sungen des jeweiligen Herstellers gelagert und fur den Versuch vorbereitet. Aul3er der
Kunsthaut enthalten die Kits spezielle Losungen. Darlber hinaus werden folgende Arbeits-

materialen fur alle Kunsthaute bendtigt:

Chirurgische Pinzette

Papiertiicher (z.B. Kleenex®)

isotonischer Phosphatpuffer pH 7,4 (PBS): Normale Pufferkapazitat (siehe
SOP_M_LOS_04)

pH-Werteinstellung auf pH = 7,4 mit NaOH bzw. HCI

Die entsprechenden Mengen der Salze sind mit Aqua bidest. anzusetzen. Nach Kon-
trolle des pH-Werts wird die Losung durch Filtermembranen mit einem Porendurch-
messer von 0,22 um steril filtriert und die Losung in verschlieBbaren Glasflaschen bei

4°C gelagert.

sterile Einmalpipetten (5 ml)

Vor Verwendung der Kunsthaut ist das mitgelieferte Technical Data and Safety Sheet auf

seine Richtigkeit zu Uberprifen sowie das Verfallsdatum des Hautmodells zu beachten.
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4  EpiDerm-Modell (Mattek, Ashland, MA, USA)

4.1 Bezeichnung:

EPI-606x (Durchmesser 22 mm)

4.2 Lieferung (ab USA)

jeden Montag als T1-Lieferung

Auslieferung bis Donnerstag je nach Auslieferungsort

4.3 Kitbestandteile

versiegelte 6-well-Platte mit 6 EpiDerm™-Kunsthauten
sterile Petrischalen (100 mm Durchmesser)
200 ml phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

100 ml Assaymedium

4.4 Lagerung

Die Kunsthaut kann in der versiegelten 6-well-Platte (enthélt das Hautmodell auf Nahrmedi-
um) im Kihlschrank (4°C) fur max. 48 h gelagert werden. Das mitgelieferte Erhaltungsmedi-
um wird ebenfalls bei 4°C gelagert. Die sofortige Verwendung der Kunsthaut ist mdglich. Die

Lagerdauer ist zu dokumentieren.

4.5 Prainkubation / Vorbereitung fur den Franzzell-

Versuch

Zur Vorbereitung auf den Versuch werden die Kunsthaute samt ihren Halterungen (Inserts)
einzeln entnommen und noch anhaftende Agarose durch leichtes Klopfen auf steriles Filter-
papier entfernt. Die Kunsthaute werden sofort jeweils in eine mit Erhaltungsmedium gefillte

Petrischale gelegt und mindestens 1 h bei 37°C, 5 % CO, inkubiert. Dabei muss ein Aus-
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trocknen der Kunsthdute unbedingt verhindert werden, zudem dirfen sich keine Luftblasen
unter der Kunsthaut bilden.

Nach der Inkubation werden die Kunsthdute vom Zellkulturinsert entfernt: 3-4 Papiertticher
(z.B. Kleenex®) werden einmal (halbe GroRe) gefaltet und mit PBS angefeuchtet. Das Zell-
kulturinsert mit der Epiderm™-Kunsthaut wird auf die Tlcher gelegt und die ,FuRRe* des In-
serts in die Tucher gedriickt. Da ein Ausstanzen der Kunsthaut aus den Inserts zu Schadi-
gungen fuhrt, wird die Kunsthaut mit Hilfe einer chirurgischen Pinzette vorsichtig vom Rand
aus dem Insert herausgeschnitten und mit einer Pinzette entnommen. Die Kunsthaut darf

sich nicht von der Stiitzmembran losen.

5 SkinEthic-Modell (SkinEthic, Nizza, Frankreich)

5.1 Bezeichnung

SkinEthic® 4 cm? Epidermis

5.2 Lieferung (ab Frankreich)
jeden Montag

Auslieferung Dienstag je nach Auslieferungsort

5.3 Kitbestandteile

versiegelte 6—well-Platte mit 6 SkinEthic®-Kunsthaut; Flache je 4 cm?

Erhaltungsmedium

5.4 zusatzliche Verbrauchsmaterialien / Gerate

sterile 6—well-Platte
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5.5 Lagerung/Prainkubation

Das mit der Kunsthaut gelieferte Erhaltungsmedium muss bei 4°C und im Dunkeln gelagert
werden. Sofort nach Erhalt des Hautmodells wird die eine 6-well-Platte unter sterilen Bedin-
gungen mit je 4 ml raumtemperiertem SkinEthik Erhaltungsmedium (s.0.) gefillt. Die aus der
Aluminiumtasche enthommene 6-well-Platte mit den Kunsth&duten wird unter sterilen Bedin-
gungen gedffnet und das sterile Filterpapier entfernt. Die Kunsthdute werden einzeln ent-
nommen und noch anhaftende Agarose durch leichtes Klopfen auf das sterile Filterpapier
entfernt, anschlieRend werden sie sofort in jeweils eine Offnung der mit Erhaltungsmedium
gefullten 6-well-Platte gelegt. Dabei muss ein Austrocknen der Kunsthdute unbedingt verhin-
dert werden. Es muss auferdem darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen unter
der Kunsthaut bilden. Die Hautmodelle werden bei 37°C und 5 % CO, in einem Brutschrank
Uber Nacht, maximal aber fur 48 h vor Durchfihrung eines Experimentes inkubiert.
Soll der Versuch erst = 24 h nach dem Erhalt der Kunsthaut erfolgen, muss nach 24 h ein
Mediumwechsel (Erhaltungsmedium der Fa. SkinEthic®) vorgenommen werden. Die Lage-

rungsdauer ist zu dokumentieren.

5.6 Vorbereitung fur den Franzzellversuch

Da ein Ausstanzen der Kunsthaut aus den Inserts zu Schadigungen fuhrt, wird die Kunsthaut
mit Hilfe einer chirurgischen Pinzette vorsichtig vom Rand aus dem Insert herausgeschnitten
und mit einer Pinzette entnommen. Die Kunsthaut darf sich nicht von der Stitzmembran 16-

sen.

6 EPISKIN-Modell (EPISKIN SNC (L’OREAL), Lyon,
Frankreich)

6.1 Bezeichnung

Episkin® SCN , Flache 1,07 cm?
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6.2 Lieferung (ab Frankreich)

Jeden Montag
Auslieferung Dienstag oder Mittwoch (je nach Auslieferungsort: in Frankreich inner-
halb 24 Stunden und in Europa innerhalb 48 Stunden)

6.3 Kitbestandteile

versiegelte Zellkulturplatte mit 12 EpiSkin®-Hautmodellen; Flache je 1,07 cm?
Erhaltungsmedium 80 mL (L’'OREAL)

6.4 Zusatzliche Verbrauchsmaterialien / Gerate

sterile 12-well-Platte

6.5 Transport / Haltbarkeit

Der Transport darf 48 h nicht Gberschreiten.

Vor Offnen des steril verpackten Hautmodells muss geprift werden:
die Farbe des Agartransportmediums muss orange sein (akzeptabel)
die Temperatur-Indikatorfarbe muss weil3 sein (akzeptabel)

Im Falle einer verspateten Ankunft (Absendedatum; Transportzeit >48 h) bzw. Hinweisen auf
Defekte (Agartransportmedium: gelb oder violett; Temperatur-Indikatorfarbe grau bei der
Temperaturtiberschreitung von 40 °C) ebenso wie bei Anomalien oder Beschadigungen des

Hautmodells ist beim Hersteller zu reklamieren.

6.6 Lagerung

Das mit der Kunsthaut gelieferte Erhaltungsmedium muss bei 2-8 °C gelagert werden. Das
Hautmodell wird aus der Verpackung entnommen. Die Vertiefungen der 12-well-Platte wer-
den unter sterilen Bedingungen mit je 2 ml des auf Raumtemperatur erwarmten Erhaltungs-

mediums (L'OREAL) gefillt (Das Erhaltungsmedium soll optimal in dem Wasserbad mit der
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Temperatur von 37 °C erwarmt werden). Das Hautmodell mit samt der stitzenden Kollagen-
schicht wird nun vom Agarosegel abgel6st, Agarosereste dirfen nicht mehr am Hautmodell
anhaften. Die Kunsthaute werden unter sterilen Bedingungen in die 12-well-Platte Gberfihrt,
ohne dass sich Luftblasen unter der Kunsthaut befinden. Die Kollagenschicht darf sich nicht

von dem Hautmodell [6sen.

Die Kunsthaute werden im Brutschrank (37°C, 5% CO,) mindestens 1 h, maximal aber 48
h aufbewahrt. Ubersteigt die Lagerdauer 24 h, erfolgt nach 24 h ein Mediumwechsel. Die

Lagerungsdauer ist zu dokumentieren.

Die sofortige Verwendung der Kunsthaut ist ebenfalls mdglich. In diesem Fall soll die 12-
well-Platte statt mit dem Erhaltungsmedium sofort mit dem auf Raumtemperatur erwarmten

PBS gefullt werden. Dann fur 30 Minuten inkubieren lassen.

6.7 Vorbereitung des EpiSkin®-Hautmodells

Nach der Prainkubationszeit wird die Kunsthaut vorsichtig mit Hilfe der L’'OREAL-Stanze
herausgeschnitten und mit einer Pinzette enthommen. Das Hautmodell darf sich nicht von
der Kollagenschicht l8sen. Aufgrund des kleinen Durchmessers des EpiSkin® -Modells (12
mm) miissen die Untersuchungen in den PermeGear Franzellen mit den fiir das EpiSkin® -

Modell angepassten Einsatzen durchgefihrt werden.

7 Einbringen des Hautmodells in die Franzzelle
(EpiDerm-Modell und SkinEthic-Modell)

Die fest mit der Stitzmembran verbundene Kunsthaut wird mit dem Stratum corneum nach
aulen gerichtet auf die Offnung der Franzzelle aufgelegt und zentriert. Das Gewebe wird mit
dem zylindrischen Glasaufsatz fixiert. Evtl. auf der Epidermisoberflache vorhandenes Medi-
um wird mit einem Q-Tip vorsichtig entfernt. Das weitere Vorgehen erfolgt gemaf der SOP
Lvorbereitung und Durchfiihrung von Permeationsversuchen in Franzdiffusionszellen mit

verschiedenen Hautqualitaten®.
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7.1 Einbringen des Hautmodells in die Franzzelle
(EpiSkin®-Modell)

Die Kunsthaut wird mit dem Stratum corneum nach auf3en gerichtet und in die Vertiefung des
FZ-Einsatzes aufgelegt und zentriert. Durch die Anwendung des FZ-Einsatzes andert sich
die Diffusionsflache von 1,767 cm? auf 0,385 cm? (Innendurchmesser des Einsatzes betragt
7 mm). Hierauf wurde das Donorvolumen von 500 pL zu 110 pL angepasst. Das weitere
Vorgehen erfolgt gemal der SOP ,Vorbereitung und Durchfihrung von Permeationsversu-

chen in Franzdiffusionszellen mit verschiedenen Hautqualitaten®.

8 Vitalitatstests

Sind nicht generell, sondern nur bei einer speziellen Fragestellung vorzunehmen.

8.1 Histologie / MTT-Test

Erfolgt gemal SOP LMU ,Gewinnung, Versand und Bearbeitung von Hautstanzen fir histo-

logische Untersuchungen” sowie ,Anleitung zur Untersuchung der Viabilitat von Hautproben*.

9 Mitgeltende Unterlagen

SOP FUB: ,Vorbereitung und Durchfihrung von Permeationsversuchen in

Franz-Diffusionszellen mit verschiedenen Hautqualitaten*®

SOP LMU: ,Gewinnung, Versand und Bearbeitung von Hautstanzen fir histologische

Untersuchungen®

SOP LMU: ,Anleitung zur Untersuchung der Viabilitat von Hautproben*




