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Cyclodextrine zur Funktionalisierung von Textilien -
In-vitro-Untersuchungen zur Hautvertraglichkeit am

Zellkulturmodell

Textile Finishing with Cyclodextrins — In Vitro Studies on the Skin Tolerability of
Cyclodextrins Using a Cell Culture Model

Zusammenfassung

Anwendungen cyclodextrin-veredelter Textilien im dermatologi-
schen oder kosmetischen Bereich machen eine Abklirung der
Hautvertraglichkeit der verwendeten Cyclodextrine notwendig.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von unsubstituier-
ten Cyclodextrinen und Cyclodextrin-Derivaten auf das Prolifera-
tionsverhalten epidermaler Zellen (HaCaT-Keratinozyten) unter-
sucht. Wahrend o- und y-Cyclodextrine und ihre Derivate auch in
hoher Konzentration (1% w/v) gut von den Zellen toleriert wer-
den, wirken B- und Methyl-B-Cyclodextrine dosisabhdngig stark
zytotoxisch. Diese Eigenschaften sollten beim In-vivo-Einsatz
von Cyclodextrinen im dermatologischen Bereich unbedingt be-
riicksichtigt werden.

Abstract

Applications of textiles finished with cyclodextrins for dermato-
logical or cosmetic purposes require an assessment on the skin
tolerability of the fixed cyclodextrins. In the present work, the in-
fluence of natural and chemically modified cyclodextrins on the
proliferation behavior of a human epidermal cell line (HaCaT ke-
ratinocytes) was investigated. It was shown, that o- and y-cyclo-
dextrin were well tolerated by the cells even at high concentra-
tions (1% w/v). However, B- and methyl-B-cyclodextrin induce
cytotoxic effects in a dose-dependent manner. For in vivo appli-
cations of B- and methyl-p-cyclodextrins these findings should
be taken into consideration.

Einleitung

Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide, die iiber o-(1,4)-
glykosidische Bindungen verkniipft sind. Cyclodextrine bilden
stabile Ringe mit einem hydrophoben Inneren, was die Bildung
von Einschlusskomplexen mit einer groBen Anzahl an chemi-
schen Substanzen ermdglicht. Diese Einschlusskomplexe sind
durch hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken-
bindungen stabilisiert. Cyclodextrin-Einschlusskomplexe finden
in zunehmendem Mafle Anwendung im medizinischen und
pharmakologischen Bereich.

So werden Cyclodextrine derzeit zur Verbesserung von Stabilitdt
und Loslichkeit von Wirkstoffen fiir orale [1], intranasale [2],
okulare [3] und intravendse [4] Anwendungen sowie als trans-

dermale Transportsysteme (TTS) [5,6] genutzt. Zudem kommen
cyclodextrin-veredelte Textilien auf den Markt [7,8], die entwe-
der auf eine Aufnahme von Substanzen aus dem Schweif3 oder
eine langsame Abgabe der eingeschlossenen Substanzen an die
Hautoberflache abzielen.

Anwendungen im dermatologischen oder kosmetischen Bereich
machen eine Abkldrung der Hautvertraglichkeit der verwende-
ten Cyclodextrine notwendig. Zu diesem Zweck wurde der Ein-
fluss geldster Cyclodextrine und chemisch modifizierter Derivate
auf das Proliferationsverhalten epidermaler Zellen (HaCaT-Kera-
tinozyten) untersucht. Dazu kamen verschiedene In-vitro-Test-
verfahren zum Einsatz.
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Material und Methoden

Zellkultivierung

HaCaT- (Human adult low Calcium high Temperature) Keratino-
zyten (Prof. Dr. N. E. Fusenig, DKFZ, Heidelberg) wurden in Dul-
becco’s modified Eagle’s Medium (DMEM, PromoCell) supple-
mentiert mit 10% FCS (Biochrome) und 1% antibiotisch-anti-
mykotischer Losung (GibcoBRL) bei 37°C und 5% CO, kultiviert.
Fiir Experimente wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA suspen-
diert und in 96-well-Mikrotiterplatten gesdt (20000-40000
Zellen/cm?2) und in der Regel 48 h vorinkubiert.

Bestimmung des intrazelluliren ATP-Gehaltes

Die Messung des intrazellularen ATP-Gehaltes (ATPLite, Perkin
Elmer) beruht auf dem D-Luciferin/Luciferase-System des Gliih-
wiirmchens (Photinus pyralis). Dazu werden die Zellen nach der
Inkubation mit Cyclodextrinen lysiert und ATP zur Umsetzung
von D-Luciferin zu Oxyluciferin genutzt. Bei dieser Reaktion wer-
den Lichtquanten frei. Die Intensitdt der Lichtentwicklung ist di-
rekt proportional zur vorhandenen ATP-Konzentration. Zur Mes-
sung des Lumineszenz-Signals wurde der Plattenreader LUMI-
star der Firma BMG Labtech genutzt [9].

Fluoreszenz-Mikroskopie

SYTO-13 und Ethidiumhomodimer-2 (Molecular Probes) sind
Fluoreszenzfarbstoffe, die an Nukleinsduren in den Zellen bin-
den, wobei ihre Fluoreszenzintensitdt verstarkt wird. SYTO-13
ist ein griin fluoreszierender Farbstoff, der passiv durch die Zell-
membranen diffundiert und alle Zellen farbt. Das rot fluoreszie-
rende EthD-2 ist nicht membranpermeabel und kann nur in Zel-
len gelangen, deren Membranintegritdt gestort ist. Dies ist bei
Zellen mit nekrotischen Schédden der Fall. Auf Grund der hoheren
Affinitdt von EthD-2 zu DNA verdrangt dieser Farbstoff das ge-
bundene SYTO-13, weshalb tote Zellen rot bzw. orange fluores-
zieren.

HaCaT-Keratinozyten wurden auf Deckgldschen 48 h kultiviert.
AnschlieBend wurde das Medium entfernt und durch Medium
(Negativ-Kontrolle) bzw. je 1mL 1%ige Cyclodextrin-Losung er-
setzt. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 24 h bei 37°C/5% CO,
bebriitet und mit beiden Farbstoffen gefarbt. Die Fluoreszenz-
Anregung am Mikroskop (Olympus) erfolgte bei 470-490 nm.
Die Emission wurde oberhalb 500 nm gemessen.

Ergebnisse

Proliferation von HaCaT-Keratinozyten unter dem Einfluss
von Cyclodextrinen

Die natiirlichen Cyclodextrine beeinflussen das Wachstum der
HaCaT-Zellen in unterschiedlicher Weise. Wahrend es unter der
Einwirkung von o~ und y-Cyclodextrin nur zu geringfiigigen An-
derungen des Wachstumsverhaltens bezogen auf Kontrollzellen
kommt, fiihrt die Inkubation mit B-Cyclodextrin zu deutlich anti-
proliferativen Erscheinungen. So nimmt der intrazelluldre ATP-
Gehalt mit zunehmender Inkubationsdauer signifikant ab, was
ein Indiz fiir einen gestérten Metabolismus der Zellen ist
(Abb.1a). Die beobachtete Wirkung ist konzentrationsabhéngig.
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Abb.1 Bestimmung des intrazelluldren ATP-Gehaltes in HaCaT-Kera-
tinozyten unter dem Einfluss von Cyclodextrinen und Cyclodextrin-De-
rivaten mittels Lumineszenz Assay (ATP-Lite, Perkin Elmer) nach 24 h.
Blaue Balken - Cyclodextrinkonzentration 0,5% (w/v), graue Balken —
Cyclodextrinkonzentration 1,0 % (w/v).

Ein dhnliches Ergebnis ergibt die Inkubation der HaCaT-Kerati-
nozyten mit methylierten Cyclodextrin-Derivaten (Abb.1b). Im
Falle der methylierten Abkémmlinge des o- und y-Cyclodextrins
ist keine signifikante Abnahme der untersuchten Proliferations-
parameter gegeniiber der Kontrolle feststellbar. Anders das me-
thylierte B-Cyclodextrin. Die Inkubation mit dieser Substanz
hemmt das Zellwachstum signifikant.

Hydroxy-Propyl-Derivate aller drei Cyclodextrine iiben nur einen
geringen Effekt auf das Proliferationsverhalten der Zellen aus
(Abb.1c). Im Falle dieser Modifizierung wird auch das B-Cyclo-
dextrin gut von den Keratinozyten toleriert.

Zelltod unter dem Einfluss von Cyclodextrinen

Die beobachtete antiproliferative Wirkung von B-Cyclodextrin
und Methyl-B-Cyclodextrin geht einher mit dem Verlust der In-
tegritat der Zellmembranen. Dies lasst sich fluoreszenz-mikro-
skopisch nachweisen. Die Lebend-Tot-Farbung der HaCaT-Zellen
nach 24-stiindiger Inkubation mit 1%iger Cyclodextrin-Losung
zeigt fiir o- und y-Cyclodextrin, Methyl-o- und Methyl-y-Cyclo-
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Abb.2 Lebend-Tot-Farbung mit SYTO-
13/EthD-2 von HaCaT-Keratinozyten nach
24-stiindiger Inkubation mit Cyclodextrinen
und Cyclodextrin-Derivaten (1,0 % w/v).
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dextrin sowie samtliche Hydroxy-Propyl-Cyclodextrine aus-
schlielich lebende Zellen (griine Fluoreszenz) (Abb. 2).

Die Einwirkung von B-Cyclodextrin und Methyl-B-Cyclodextrin
fithrt jedoch zu einem dramatischen Verlust an intakten Zellen.
Dies zeigt sich zum einen in einem stark ausgediinnten Zellrasen
und zum anderen {iberwiegt die Anzahl der toten Keratinozyten
(rote Fluoreszenz) deutlich.

Zusammenfassung und Ausblick

Cyclodextrine und ihre chemisch modifizierten Abkémmlinge
unterscheiden sich hinsichtlich ihres Einflusses auf HaCaT-Kera-
tinozyten deutlich voneinander. So werden o- und y-Cyclodex-
trin und ihre modifizierten Derivate auch in hoher Konzentration
(1% w/v) gut von den Zellen toleriert. Hingegen weisen - und
Methyl-B-Cyclodextrin eine starke zytotoxische Wirkung auf.
Diese Wirkung ist dosisabhangig. Wahrend 0,5%ige Losungen
nur einen geringen antiproliferativen Effekt hervorrufen (vergl.
ATP), fiihrt die Inkubation mit 1% B- und Methyl-B-Cyclodextrin
nach 24 h zum Zelltod. Durch die Einfiihrung einer Hydroxy-Pro-
pyl-Gruppe am B-Cyclodextrin kann der zytotoxische Effekt je-
doch aufgehoben werden. Diese Eigenschaften sollten beim In-
vivo-Einsatz von Cyclodextrinen im dermatologischen Bereich
unbedingt beriicksichtigt werden.
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