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A B S T R A C T

A n a c c u r a t e
,
r e p r o du c i b l e

,
a n d a f f o r d a b l e m e a n s t o s c r e e n t h e i n c r e a s i n g n u m be r o f x e n o b i o t i c s

f o r t o x i c e f f e c t s t o t h e s k i n i s im p e r a t i v e f o r a c c u r a t e a s s e s s m e n t o f p o t e n t i a l h e a l t h r i s k . M y

g o a l w a s t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f n a p h t h a l e n e i n t w o t h r e e - d im e n s i o n a l (3 D ) h u m a n s k i n

r e c o n s t r u c t m o d e l s , a c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e M a t T e k , E F T - 4 0 0 m o d e l a n d o u r i n - h o u s e g r o w n

J C B - 1 10 m o d e l T h e s e t w o r e c o n s t r u c t m o d e l s w e r e e x p o s e d t o 1
,
2 5 0

,
6 , 2 50 , 12 , 5 0 0 ,

o r 3 1
,
2 5 0

n m o l o f n a p h t h a l e n e o n e x p o s u r e d a y s 1, 3 , a n d 5 . N a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s w e r e

m e a s u r e d i n t i s s u e c u l t u r e m e d i a u s i n g l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y
- m a s s s p e c t r o m e t r y w i t h

a t m o s p h e r i c p r e s s u r e p h o t o i o n i z a t i o n s o u r c e . N a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s w e r e o b s e r v e d b y

im m u n o h i s t o c h e m i s t r y u s i n g a n t i b o d i e s s p e c i f i c t o 1 - n a p h t h y l a n d 2 - n a p th y l m o d i f i e d k e r a t i n - 1

a n d k e r a t i n - 10 p r o t e i n s . T h e r e s u l t s p r o v i d e e v i d e n c e t h a t n a p h t h a l e n e w a s m e t a b o l i z e d a n d

s e q u e s t e r e d w i t h i n t h e e p i d e r m i s a n d t h a t p e n e t r a t i o n o f n a p h th a l e n e t hr o u gh t h e r e c o n s t r u c t s

w a s n e g l i g i b l e . T h e J C B - 1 1 0 r e c o n s t r u c t s w e r e c u l t u r e d t o c o n t a i n m e l a n o c y t e s i n a d d i t i o n t o

k e r a t i n o c y t e s a n d fi b r o b l a s t s w h i l e t h e E F T - 4 0 0 o n l y c o n t a i n e d k e r a t i n o c y t e s a n d f i b r o b l a s t s .

T h e a d d i t i o n o f m e l a n o c y t e s i n t h e J C B - 1 10 m o d e l p r o v i d e a m o r e p h y s i o l o g i c a l l y r e l e v a n t

m o d e l . T h e s u c c e s s f u l c u l t u r i n g o f t h e r e c o n st r u c t s d e m o n s t r a t e s t h e a b i l i t y t o p r o d u c e a t e s t

s y s t e m t h a t i s s u i t a b l e f o r t h e s c r e e n i n g o f x e n o b i o t i c s . T h i s r e s e a r c h w i l l p r o v i d e a m e a n s

f o r w a r d t o e v a l u a t e a n d d e v e l o p 3 D h u m a n s k i n r e c o n s t r u c t m o d e l s t h a t a r e s u i t a b l e f o r h i g h -

t h r o u g h p u t s c r e e n i n g o f d e r m a l l y a dm i n i s t e r e d x e n o b i o t i c s .
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L I ST O F F I G U R E S

F i g u r e 1 . P r o p o s e d n a p h t h a l e n e m e t a b o l i s m i n h u m a n s [ a d a p t e d f r o m W a i d y a n a t h a e t a l . , 2 0 0 4 ] .

2 2

F i g u r e 2 . T h e c h r o m a t o g r a m o f n a p h t h a l e n e a n d i t s t h r e e m e t a b o l i t e s i n s p i k e d m e d i a a ft e r

M e t h o d 4 SP E e x t r a c t i o n 3 7

F i g u r e 3 T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e ( |a g ) m e a s u r e d i n E F T - 4 0 0 m e d i a d u r i n g t h e 5- d a y

e x p o s u r e p e r i o d (n = l f o r e a c h p o i n t ) 4 1

F i g u r e 4 . T h e t o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e ( |j g ) m e a s u r e d i n E F T - 4 0 0 a n d JC B - 110 r e c o n s t r u c t s

d u r i n g t h e 5 - d a y e x p o s u r e p e r i o d (n = l f o r e a c h p o i n t ) 4 2

F i g u r e 5 . Sp e c t r a o f a p o o l e d m e d i a s a m p l e c o l l e c t e d f r o m t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t e x p o s e d t o

3 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p ht h a l e n e 4 3

F i g u r e 6 A d o s e - r e l a t e d i n c r e a s e i n d e t e c t a b l e 2 N K 1 a d d u c t l e v e l s w a s o b s e r v e d i n t h e

e p i d e r m i s ,
b u t n o t i n t h e d e rm i s o f M a t T e k E F T - 4 0 0 s k i n r e c o n s t r u c t s

,
a ft e r t h r e e

t o p i c a l e x p o s u r e s t o n a p h t h a l e n e (e v e r y o t h e r d a y ) . A n t i - 2N K 1-

g r e e n (A l e x a F l u o r

4 8 8 ); n u c l e a r D N A - b l u e (D A P - 1 ) 4 6

F i g u r e 7 . A d o s e - r e l a t e d i n c r e a s e i n d e t e c t a b l e 2 N K 10 a d d u c t l e v e l s w a s o b s e r v e d i n t h e

e p i d e r m i s
,
b u t n o t i n t h e d e r m i s o f E FT - 4 0 0 s k i n r e c o n s t r u c t s , a ft e r t hr e e t o p i c a l

e x p o s u r e s t o n a p h t h a l e n e (e v e r y o t h e r d a y ) . A n t i - 2N K 10 -

g r e e n (A l e x a F l u o r 4 8 8 );

n u c l e a r D N A - b l u e (D A P - 1) 4 7

•
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F i g u r e 8 . U n e x p o s e d J C B - 1 10 ( l e ft ) a n d E F T - 4 0 0 ( r i g h t ) r e c o n s t r u c t s d o n o t s h o w a n y I N K l

a n d 2N K l - a d d u c t s . JCB - 1 10 r e c o n s t r u c t s c o n t a i n m o r e c o m p a c t f i b r o b l a s t s

c o m p a r e d t o t h e d i s p e r s i o n o f f i b r o b l a s t s s e e n i n t h e d e r m i s o f t h e E F T - 4 0 0

r e c o n s t r u c t s . T h e e p i d e r m i s a n d d e rm i s a r e m o r e d e f i n e d i n t h e E F T - 4 0 0

r e c o n s t r u c t s 4 8

F i g u r e 9 . JC B - 1 10 (l e ft ) a n d E F T - 4 0 0 (r i g h t ) r e c o n s t r u c t s e x p o s e d t o 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e

s h o w e d s o m e I N K l - a n d 2N K l - a d du c t s (g r e e n ) . A t t h i s d o s e l e v e l
,
t h e I N K l - a n d

2N K l - a d d u c t s a r e p r e s e n t i n t h e b a s a l l a y e r o f t h e e p i d e r m i s w e r e v i a b l e

k e r a t i n o c y t e s a r e p r e s e n t
,
b u t n o t i n t h e s t r a t u m c o m e u m 4 9

F i g u r e 10 . J C B - 1 1 0 (l e ft ) a n d E F T - 4 0 0 (ri g h t ) r e c o n s t r u c t s e x p o s e d t o 3 1,
2 5 0 n m o l o f

n a p h t h a l e n e s h o w e d I N K l - a n d 2N K l - a d d u c t s (g r e e n ) t hr o u g h o u t t h e e p i d e r m i s

i n c l u d i n g t h e s t r a t i m i c o m e u m . T h e d i s t i n c t i o n b e t w e e n t h e b a s a l c e l l s a n d t h e

s p i n o u s k e r a t i n o c y t e s b e c o m e s im p r e c i s e i n t h e J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s 5 0

•
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L I ST O F T A B L E S

T a b l e 1 M S P a r a m e t e r s f o r S e gm e n t 1 a n d S e g m e n t 2 i n A P P I 2 5

T a b l e 2 S t a n d a r d s A n a l y z e d b y L C - M S / M S w i t h A P P I 3 6

T a b l e 3 . R e c o v e r y (% ) o f n a p h t h a l e n e a n d it s m e t a b o l i t e s f r o m s p i k e d m e d i a u s i n g t h e

d i f f e r e n t e x t r a c t i o n m e t h o d s 3 8

T a b l e 4 . R e c o v e r y (% ) o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s d u r i n g s a m p l e c o n c e n t r a t i o n 3 8

T a b l e 5 . R e c o v e r y ( |a g ) o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s by f r a c t i o n u s i n g S P E M e t h o d 3 3 9

T a b l e 6 . R e c o v e r y o f n a p h t h a l e n e f r o m s p i k e d t i s s u e c u l t u r e m e d i a (2 m L ) u s i n g

[ C Jn a p h t h a l e n e a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d 4 0

T a b l e 7 . T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e ( |̂ g ) i n E F T - 4 0 0 m e d i a c o l l e c t e d a ft e r e a c h n a p h t h a l e n e

e x p o s u r e . 4 1

T a b l e 8 . T o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e r e c o v e r e d (i^ g ) i n E FT - 4 0 0 a n d JC B - 1 1 0 m e d i a a ft e r

e x p o s u r e t o 3 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e t h r e e t im e s e v e r y o t h e r d a y 4 2

T a b l e 9 . T h e p e r c e n t o f n a p ht h a l e n e i n t h e m e d i a c o l l e c t e d o v e r t h e 5 d a y s o f e x p o s u r e t o

n a p h t h a l e n e f r o m t h e E F T - 4 0 0 o r J C B - 1 10 w e l l s 4 5
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L I ST O F A B B R E V I A T I O N S

•

•

1
,
2 - D H N

1 , 2 - N Q

1 ,
4 - D H N

1 ,
4 - N Q

1
,
7 - D H N

2 , 6 - D H N

1 - N A P

2 - N A P

I N K l

I N K I O

2N K 1

2N K 10

3 D

A D

A D M E

A P C I

A P P I

D A P I

D M EM

F I T C

F L G

F M O l

F M 0 2

H PL C

H & E

I g G

I H C

1
,
2 - d i h y d r o x y n a p h t h a l e n e

1, 2 - n a p h t h o l q u i n o n e

1 ,
4 - d i h y d r o x y n a p h t h a l e n e

1,
4 - n a p h th o l q u i n o n e

1
,
7 - d i h y dr o x y n a p h th a l e n e

2
,
6 - d i h y dr o x y n a p h t h a l e n e

1- n a p h t h o l

2
,
n a p h t h o l

1 - n a p ht h o l - k e r a t i n - 1

1 - n a p h t h o l - k e r a t i n - 1 0

2 - n a p h t h o l - k e r a t i n - 1

2 - n a p h t h o l - k e r a t i n - 1 0

3 d im e n s i o n a l

a t o p i c d e r m a t i t i s

a b s o r p t i o n
,
d i s t r i b u t i o n

,
m e t a b o l i s m

,
a n d e x c r e t i o n

a t m o s p h e r i c -

p r e s s u r e c h e m i c a l - i o n i z a t i o n

a t m o s p h e r i c -

p r e s s u r e p h o t o i o n i z a t i o n

4
'

,
6 - d i a m i di n o - 2 - p h e n y l i n d o l e

D u l b e c c o
'

s m o d i f i e d e a g l e
'

s m e d i u m

f l u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e

f i l a g g r i n g e n e

f l a v i n - d e p e n d e n t m o n o o x y g e n a s e s 1

f l a v i n - d e p e n d e n t m o n o o x y g e n a s e s 2

h i g h -

p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y

h e m a t o x y l i n a n d e o s i n

im m u n o g l o b u l i n G

im m u n o h i s t o c h e m i s t r y
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IR B

K l

K I O

L OQ

L C - M S/M S

M E M

M RM

N H D F

N H E K

P A H

P B P K

P B S

PT F E

PV D F

R
'

S/ N

SP E

U P L C

U V R

i n s t it u t i o n a l r e v i e w b o a r d

k e r a t i n - 1

k e r a t i n - 1 0

l im i t o f q u a n t i fi c a t i o n

l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y - t a n d e m m a s s s p e c t r o m e t r y

m i n i m u m e s s e n t i a l m e d i u m

m u l t i p l e - r e a c t i o n m o n i t o r i n g

n o r m a l h u m a n d e r m a l fi b r o b l a s t s

n o r m a l h u m a n e p i d e r m a l k e r a t i n o c y t e s

p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n s

p h y s i o l o g i c a l l y b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c

p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e

p o l y t e t r a fl u o r o e t h y l e n e

p o l y v i n y l i d e n e fl u o r i d e

c o e f fi c i e n t o f d e t e r m i n a t i o n

s i g n a l t o n o i s e r a t i o

s o l i d p h a s e e x t r a c t i o n

u l t r a - h i g h -

p e r f o r m a n c e l i qu i d c h r o m a t o g r a p h y

u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n

•
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C H A P T E R I

IN T R O D U C T I O N

1 . 1 B a c k g r o u n d

T h e c u r r e n t m e t h o d s f o r i n v e s t i g a t i n g h u m a n d e r m a l e x p o s u r e t o x e n o b i o t i c s a n d t h e c o n s e q u e n t

t o x i c i t y a n d a d v e r s e e f f e c t s a r e l a c k i n g a b i o l o g i c a l l y r e l e v a n t s t a n d a r d m a t r i x f o r s c r e e n i n g

p u r p o s e s T h e r e c e n t r e p o r t b y N a t i o n a l A c a d e m y o f Sc i e n c e s
,
T o x i c i t y T e s t i n g i n t h e 2 1

^ '

C e n t u r y (N R C , 2 0 0 7 ) h a s b e c o m e t h e r o a d m a p f o r t h e d e v e l o p m e n t a n d u t i l i z a t i o n o f m o r e

p r e d i c t i v e i n v i tr o m o d e l s o f b i o l o g i c a l r e s p o n s e i n h u m a n r i s k a s s e s sm e n t . T h e s k i n a n d t h e

r e s p i r a t o r y e p i t h e l i u m a r e t h e f i r s t s i t e s o f a i r b o r n e e n v i r o r m i e n t a l e x p o s u r e a n d , t h u s , a r e b o t h

m a j o r t a r g e t s f o r x e n o b i o t i c e x p o s u r e a n d t o x i c i t y . T h e l o n g - t e r m o bj e c t i v e o f o u r l a b o r a t o r y i s

t o i n c r e a s e t h e u s e o f h u m a n t i s s u e s a s s u r r o g a t e s f o r h u m a n e x p o s u r e s f o r e v a l u a t i o n o f t o x i c i t y

a n d s a f e t y a s s e s s m e n t H u m a n t i s s u e r e c o n s t r u c t a s s a y s c a n p r o v i d e da t a f o r t h e i d e n t i f i c a t i o n o f

t i s s u e - s p e c i fi c b i o m a r k e r s a n d t h e d e v e l o p m e n t o f c o m p u t a t i o n a l t o x i c o l o g y , g e n o m i c , a n d

b i o i n f o r m a t i c a n a l y s e s t h a t a i d i n d e fi n i n g p a t h w a y s o f , a n d p r e d i c t h u m a n t o x i c i t y t o , t h e p a r e n t

c o m p o u n d s a n d m e t a b o l i t e s Su c c e s s f u l d e v e l o p m e n t o f t h e s e t o o l s w i l l h a v e t h e a d d e d b e n e fi t

o f d e c r e a s i n g t h e n u m b e r a n d c o s t o f a n im a l s r e q u i r e d fo r p r e c l i n i c a l t o x i c o l o g y a n d s a f e t y

a s s e s s m e n t . F u r t h e rm o r e
,
w i d e s p r e a d u s e o f h u m a n t i s s u e r e c o n s t r u c t s i n v i t r o i n s t e a d o f

m o n o l a y e r c e l l c u l t u r e s w o u l d b e t r a n s f o r m a t i v e
,
a n d w o u l d a i d i n v e s t i g a t i o n o f t i s s u e - s p e c i fi c

x e n o b i o t i c m e t a b o l i s m i n e x p o s e d h u m a n p o p u l a t i o n s . T h e h u m a n t i s s u e r e c o n s t r u c t s a r e a l s o

a m e n a b l e t o f u r t h e r d e v e l o p m e n t fo r h i g h - t h r o u g h p u t s c r e e n i n g , g e n o m i c a n a l y s i s o f i n d i v i d u a l
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s u s c e p t i b i l i t i e s ,
a n d c o m p u t a t i o n a l t o x i c o l o g y , b y m a i n t a i n i n g c e l l u l a r c o m m u n i c a t i o n a n d

p h y s i o l o g y p r e s e n t i n i n v i v o s k i n

1 . 2 S k i n : S t r u c t u r e a n d F u n c t i o n

M y r e s e a r c h f o c u s e s o n t h e s k i n a s a m e t a b o l i c o r g a n a n d r o u t e f o r s y s t e m i c e x p o s u r e a n d

t o x i c i t y T h e s k i n p r o v i d e s s e v e r a l v e r y im p o r t a n t f u n c t i o n s i n c l u d i n g t h e r e g u l a t i o n o f t h e

b o dy
'

s t e m p e r a t u r e a n d w a t e r b a l a n c e , s e n s a t i o n , p r o t e c t i o n (p h y s i c a l b a r r i e r ) ,
a n d m e t a b o l i s m

(P o e t & M c D o u ga l , 2 0 0 2 ) . T h e s e m u l t i p l e f u n c t i o n a l r o l e s o f t h e s k i n a s w e l l a s i t s s t r u c t u r a l

v a r i a t i o n s t h r o u gh o u t t h e b o d y a n d i n t e r - i n d i v i d u a l d i f f e r e n c e s m a k e i t a d i f fi c u l t e x p e r im e n t a l

m e d i u m t o o b t a i n t o x i c i t y a n d m e t a b o l i s m d a t a . T h i s v a r i a t i o n c a n b e i l lu s t r a t e d b y c o m p a r i n g

t h e t h i c k n e s s o f t h e s t r a t u m c o m e u m o r t h e n u m b e r o f h a i r f o l l i c l e s p e r c m ^ i n d i f f e r e n t a r e a s o f

t h e b o dy . T h e a v e r a g e s t r a t u m c o m e u m t h i c k n e s s o f t h e f o r e a r m i s 1 6 î m ,
4 0 0 \x m f o r t h e p a lm

,

a n d 15 |j m fo r t h e a b d o m e n a m o n g m e n ( Sc h e u p l i e n & B l a n k ,
19 7 1) T h e a v e r a g e n u m b e r o f

h a i r f o l l i c l e s a t t h e s e s i t e s i s 9 5
,
0

,
a n d 15 p e r c m ^

,
r e s p e c t i v e l y (S n y d e r e t a l .

,
1 9 9 2 ) .

T h e s k i n c o n s i s t s o f t w o d i s t i n c t l a y e r s ,
t h e e p i d e r m i s a n d t h e d e r m i s . T h e s e t w o l a y e r s

e x h i b i t v a s t l y d i f f e r e n t f u n c t i o n s , a n d c o n t a i n d i f f e r e n t c e l l u l a r c o m p o n e n t s . T h e r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n t h e s e t w o l a y e r s i s r e q u i r e d f o r c e l l u l a r c o m m u n i c a t i o n
,
t h e e x c h a n g e o f n u t r i e n t s , a n d

a b s o r p t i o n
,
d e t o x i fi c a t i o n

,
a n d / o r e x c r e t i o n o f x e n o b i o t i c s . T h e o u t e r m o s t l a y e r ,

t h e e p i d e rm i s

i s a dy n a m i c b a r r i e r t h a t c o n t i n u a l l y p r o d u c e s c o r n i fi e d c e l l s a n d k e r a t i n t o a c t a s a p h y s i c a l

b a r r i e r . K e r a t i n o c y t e s c o m p r i s e > 9 0% o f t h e c e l l s i n t h e e p i d e r m a l l a y e r a n d a r e d e r i v e d f r o m

t h e b a s a l m e m b r a n e o f t h e e p i d e r m i s ,
w h i c h d i f f e r e n t i a t e i n t o s q u a m o u s c e l l s

,
a n d e v e n t u a l l y

fl a k e o f f (E c k e r t
,
1 9 9 1 ) . T h i s p r o c e s s o f d e s q u a m a t i o n o c c u r s c o n t i n u o u s l y o n e c e l l u l a r l a y e r a t

a t im e i n h e a l t h y s k i n
. K e r a t i n o c y t e s p r o d u c e a s t r u c t u r a l p r o t e i n c a l l e d k e r a t i n t h a t s e r v e s a s a
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p h y s i c a l b a r r i e r a n d h a s t h e p o t e n t i a l t o s e q u e s t e r x e n o b i o t i c s b y a d d u c t i o n . I n t h i s m a n n e r ,

x e n o b i o t i c s a r e e l im i n a t e d f r o m t h e b o d y a s t h e o u t e r l a y e r s o f t h e e p i d e r m i s a r e s h e d .
A n o t h e r

c e l l r e s i d i n g w i t h i n t h e b a s a l l e v e l o f t h e e p i d e r m i s i s t h e m e l a n o c y t e ,
w h i c h p r o d u c e s t h e

p i g m e n t m e l a n i n f o r p r o t e c t i o n f r o m u l t r a v i o l e t r a d i a t i o n (U V R ) T h e m e l a n o c y t e s e c r e t e s

p a c k e t s o f m e l a n i n t h a t a r e t a k e n u p b y a dj a c e n t k e r a t i n o c y t e s t o p r o t e c t t h e i r n u c l e i f r o m U V R .

I n t h e p r o l i f e r a t i n g b a s a l l a y e r
,
t h e m e l a n o c y t e t o k e r a t i n o c y t e r a t i o i s 1: 5 . M e l a n o c y t e s i n t e r a c t

d i r e c t l y w i t h k e r a t i n o c y t e s t h r o u g h d e n d r i t i c p r o j e c t i o n s (S a n t i a g o - W a l k e r e t a l , 2 0 0 9 ) . T h i s

p r o c e s s o f d e l i v e r i n g m e l a n i n t hr o u gh m e l a n o s o m e p a c k e t s i s a n i m p o r t a n t p r o c e s s i n t h e

d e v e l o p m e n t o f s k i n d i s e a s e
,

a n d p o t e n t i a l l y i n t h e a b s o r p t i o n o f x e n o b i o t i c s . T h e r e f o r e ,

k e r a t i n o c y t e s a n d m e l a n o c y t e s a r e t h e f i r s t l i n e o f d e f e n s e f o r d e r m a l e x p o s u r e s .

T h e d e rm i s c o n s i s t s p r im a r i l y o f fi b r o b l a s t s a n d i s m u c h m o r e s t r u c t u r a l l y c o m p l i c a t e d

t h a n e p i d e r m i s
,
c o n t a i n i n g p o r e s a n d h a i r f o l l i c l e s t h a t a r e d e r i v e d i n t h e d e rm i s a n d e f fl u x

t h r o u g h t h e e p i d e r m i s . H a i r f o l l i c l e s a n d p o r e s a r e p o t e n t i a l r o u t e s f o r x e n o b i o t i c s t o g a i n e n t r y

i n t o t h e d e r m i s t hr o u g h t h e e p i d e r m i s w i t h o u t i n t e r a c t i n g w i t h t h e b a r r i e r p r o p e r t i e s o f t h e

e p i d e r m i s . T h e d e r m i s p r o v i d e s t h e s t r u c t u r e a n d e n v i r o r m i e n t n e e d e d t o s u p p o r t n e r v e a n d

v a s c u l a r n e tw o r k s a n d a p p e n d a g e s r e q u i r e d t o s u p p o r t t h e e p i d e r m i s (E c k e r t , 1 9 9 1) . X e n o b i o t i c s

t h a t p e n e t r a t e t h r o u g h t h e e p i d e r m i s i n t o t h e d e r m i s h a v e a g r e a t e r c h a n c e o f b e i n g a b s o r b e d i n t o

s y s t e m i c c i r c u l a t i o n a n d d i s t r i b u t e d t hr o u gh o u t t h e b o d y b e c a u s e o f t h e n e t w o r k o f b l o o d

v e s s e l s . T h e s t r u c t u r a l c o m p o n e n t s o f t h e d e r m i s a r e s u p p o r t e d b y fi b r o b l a s t s T h e p r im a r y

f u n c t i o n o f fi b r o b l a s t s i s t h e s y n t h e s i s a n d r e m o d e l i n g o f c o r m e c t i v e t i s s u e p r o t e i n s . I n a d di t i o n
,

fi b r o b l a s t s s e c r e t c o l l a g e n a s e a n d g e l a t i n a s e
,
w h i c h fu n c t i o n i n r e m o d e l i n g o f c o l l a g e n fi b r i l s

(E c k e r t , 1 9 9 1 ) .
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1 . 3 M o d e l s f o r D e r m a l T o x i c i t y T e s t i n g

D e r m a l t o x i c i t y i s g e n e r a l l y a s s e s s e d u s i n g a n im a l
,
c e l l c u l t u r e

,
a n d e x c i s e d s k i n m o d e l s . E a c h

o f t h e s e m o d e l s p r o v i d e im p o r t a n t b u t l i m i t e d i n f o r m a t i o n o n d e r m a l t o x i c i t y ,
a n d n o n e a r e

s u i t a b l e f o r r a p i d s c r e e n i n g f o r t o x i c e f f e c t s o f x e n o b i o t i c s .

1 . 3 1 A n im a l M o d e l s

A n im a l m o d e l s f o r i n v e s t i g a t i n g a b s o r p t i o n , di s t r i b u t i o n
,
m e t a b o l i s m , a n d e x c r e t i o n (A D M E )

a n d t h e e f f e c t s o f x e n o b i o t i c s i n t h e s k i n a r e c o n s i d e r e d p r o b l e m a t i c .
F i r s t

,
r o d e n t s k i n i s

s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t f r o m h u m a n s k i n i n i t s a r c h i t e c t u r e a n d t h u s , m a y h a v e c o n s i d e r a b l y

d i f f e r e n t r e s p o n s e t o x e n o b i o t i c e x p o s u r e c o m p a r e d t o h i i m a n s k i n (Ch i l c o t t ,
2 0 0 8 ) . T h e m o u s e

e p i d e r m i s i s t h i n c o n s i s t i n g o f a m o n o l a y e r e d b a s a l c o m p a r tm e n t w i t h a b o u t t w o t o f i v e l a y e r s o f

l i v i n g s u p r a b a s a l c e l l s
,
c o m p a r e d t o 5 t o 10 l a y e r s o f s u p r a b a s a l c e l l s i n h u m a n s k i n (Sc h w e i z e r

,

19 9 3 ) . T h i s d i f f e r e n c e a l o n e c h a n g e s t h e f u n c t i o n a l i t y o f t h e s k i n b y p r o v i d i n g l e s s o f a b a r r i e r .

T h e d e n s i t y o f h a i r f o l l i c l e s i n r o d e n t s k i n i s a l s o d i f f e r e n t . U n l i k e i n r o d e n t s , t h e h a i r f o l l i c l e s i n

h u m a n s k i n a r e d i s t r i b u t e d u n e v e n l y ,
t h u s

,
l e a v i n g a r e a s o f p o t e n t i a l e x p o s u r e w it h l i t t l e o r n o

f o l l i c l e s . F u r t h e r
,
in m i c e t h e m e l a n o c y t e s a r e c o n c e n t r a t e d i n t h e h a i r f o l l i c l e s i n c o n t r a s t t o

h u m a n s k i n
,
w h e r e m e l a n o c y t e s a r e p r e s e n t i n t h e b a s a l l a y e r o f t h e e p i d e r m i s (B r o h em e t a l .

,

2 0 10 ) .

1 3 . 2 I n Vi t r o C e l l - c u l t u r e M o d e l s

M o n o l a y e r h u m a n c e l l - c u lt u r e m o d e l s e x i s t i n a n u n d i f f e r e n t i a t e d s t a t e u n l i k e t h e c e l l s i n h u m a n

s k i n o r t hr e e - d im e n s i o n a l (3D ) s k i n r e c o n s t r u c t m o d e l s a n d t h u s
,

c a n n o t p r o v i d e c o m p l e t e

i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h e s k i n '

s b a r r i e r f u n c t i o n T h e l a c k o f d i f f e r e n t i a t i o n p r o v i d e s a n
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e x c e p t i o n a l l y p o o r m o d e l w i t h r e s p e c t t o t h e k e r a t i n o c y t e s i n t h e e p i d e r m i s t h a t e x i s t s i n h u m a n

s k i n i n v a r i o u s s t a t e s o f d i f f e r e n t i a t i o n T h e p r e s e n c e o f o n l y o n e c e l l t y p e a l s o n e g l e c t s

i n t e r c e l l u l a r c o m m u n i c a t i o n a n d t h e p r o c e s s e s t h a t m a y l e d t o d i s e a s e f r o m a s y s t e m s b i o l o g y

s t a n d p o i n t .

M o n o l a y e r c e l l c u l t u r e s p r o v i d e l i m i t e d u t i l i t y H o w e v e r , t h e y a r e i n e x p e n s i v e a n d c a n

p r o v i d e u s e f u l i n f o r m a t i o n o n fu n c t i o n s o f a s i n g l e c e l l t y p e (A n d r e o l i e t a l .

,
2 0 0 3 ) . F o r

e x a m p l e ,
m o n o l a y e r c e l l c u l t u r e s m a y g i v e i n s i gh t i n t o c h a n g e s i n p r o t e i n e x p r e s s i o n u n d e r

v a r y i n g c o n d i t i o n s H o w e v e r
,
t h e h o m e o s t a t i c s t a t e o f a m o n o l a y e r c e l l c u lt u r e i s a d r a s t i c a l l y

d i f f e r e n t e n v i r o n m e n t t h a n t h a t o f a d y n a m i c e n v i r o n m e n t c o n s i s t e n t w i t h h u m a n s k i n o r 3 D

r e c o n s t r u c t e d s k i n m o d e l s .

T r a n s f o r m e d c e l l l i n e s o f t e n u s e d i n m o n o l a y e r e d c u l t u r e s h a v e a n u n l im i t e d l i f e s p a n ,

a l l o w i n g p r o l o n g e d s t u d i e s , b u t m a y n o t a c c u r a t e l y r e p r e s e n t t h e i n v i v o s i t u a t i o n a s t h e

p h e n o t y p e o f t r a n s f o r m e d c e l l s d i f f e r s f r o m t h a t o f n o r m a l c e l l s (F o s t e r e t a l
,
2 0 0 0 ) I n a d d i t i o n

,

i n d i v i d u a l c e l l t y p e s m a y r e s p o n d q u i t e d i f f e r e n t l y t o a c o m p l e x m i x t u r e l i k e p o l y c y c l i c a r o m a t i c

h y dr o c a r b o n s (P A H ) ,
a s t h e y m a y l a c k t h e r e q u i s i t e b i o t r a n s f o r m a t i o n e n z y m e s (A n d r e o l i e t a l . ,

2 0 0 3 ) . S im i l a r l y ,
c e l l l i n e s m a y s h o w a l t e r e d e x p r e s s i o n o f a r a n g e o f s e c r e t o r y a n d s i g n a l i n g

m o l e c u l e s (F o r b e s & E h r h a r d t
,
2 0 0 5 ) . O v e r a l l

,
t h e r e a r e i n h e r e n t b i a s e s w h e n u s i n g t h e s e k i n d s

o f e x p e r im e n t a l s y s t e m s (B a l h a r r y e t a l
,
2 0 0 8 ) .

1 . 3 . 3 I n Vi t r o Sk i n M o d e l s

B e c a u s e o f t h e p r a c t i c a l i s s u e s t o i n v e s t i g a t e A D M E p r o c e s s e s u s i n g h u m a n s u bj e c t s ,
e x c i s e d p i g

s k i n a n d h u m a n c a d a v e r s k i n h a v e b e e n u s e d t o t e s t t h e t o x i c i t y a n d m e t a b o l i s m o f x e n o b i o t i c s

a n d t o p r o v i d e i n p u t f o r p h y s i o l o g i c a l l y b a s e d p h a r m a c o k i n e t i c (P B PK ) m o d e l s T h e p h y s i c a l
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c h a r a c t e r i s t i c s o f p i g s k i n m a k e i t t h e m o s t s u i t a b l e a n i m a l m o d e l f o r h u m a n s k i n t o x i c i t y

s t u d i e s . S im i l a r i t i e s i n t h e p i g a n d h u m a n s k i n i n c l u d e a t h i c k e p i d e r m i s
,
s i m i l a r h a i r f o l l i c l e

d e n s i t y ,
a n d l i p i d c o m p o s i t i o n

,
w h i l e i n t e r f o U i c u l a r m u s c l e a n d a p o c r i n e r a t h e r t h a n e c c r i n e

s w e a t g l a n d s a r e p r e s e n t i n t h e p i g s k i n . T h e a r e a s o f h u m a n s k i n m o s t l i k e l y t o b e s u bj e c t t o

t o x i c e x p o s u r e s s u c h a s t h e a r m s
,
l e g s ,

h a n d s
,
f a c e

,
a n d n e c k c o n t a i n e c c r i n e s w e a t g l a n d s . I n

a d d i t i o n
,
e x c i s e d h u m a n s k i n a n d p i g s k i n a r e b o t h e x p e n s i v e a n d a r e n o t s u it a b l e f o r l a r g e - s c a l e

t e s t i n g o r f o r x e n o b i o t i c s c r e e n i n g .

T h e u s e o f e x c i s e d h u m a n c a d a v e r s k i n a n d h u m a n s k i n c o l l e c t e d f r o m c o s m e t i c

s u r g e r i e s i n r e s e a r c h r e q u i r e s i n s t i t u t i o n a l r e v i e w b o a r d (I R B ) a p p r o v a l a n d p a t i e n t c o n s e n t T o

o b t a i n f r e s h s a m p l e s a t r e g u l a r t im e i n t e r v a l s a s w e l l a s t o a d h e r e t o s p e c i f i c q u a l i t y s t a n d a r d s

s u c h a s w h e r e o n t h e b o d y t h e s a m p l e w a s d e r i v e d
,

a g e , g e n d e r ,
o r r a c e o f t h e d o n o r m a k e i t

d i f f i c u l t t o p e r f o r m t h e s e t y p e s o f s t u d i e s (H u e t a l . , 2 0 10 ) .

S k i n r e c o n s t r u c t s a r e c o m m o n l y u s e d i n m e d i c i n e f o r c o v e r i n g w o u n d s o f p a t i e n t s

(R e g n i e r e t a l
,
1 9 9 8) . R e c e n t l y ,

t h e u s e o f i n v i t r o h u m a n s k i n c o n s t r u c t s h a s b e e n g i v e n a

g r e a t e r c o n s i d e r a t i o n i n e x p e r im e n t a l t o x i c o l o g y s t u d i e s a n d a n u m b e r o f c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e

3D hu m a n s k i n r e c o n s t r u c t s h a v e b e c o m e a v a i l a b l e f o r r e s e a r c h e r s . T h e 3D r e c o n s t r u c t s a r e

c o m m o n l y c o m p r i s e d o f t w o l a y e r s ,
t h e e p i d e r m i s a n d t h e d e r m i s Wh a t m a k e s r e c o n s t r u c t

m o d e l s 3D i s t h e l a y e r i n g o f t h e e p i d e r m i s a n d d e r m i s t o c r e a t e a f u l l - t h i c k n e s s t i s s u e o f 0 5 - 1 0

m m t o m im i c t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n s o f t h e h u m a n s k i n (G i b b s e t a l
,
2 0 0 7 ) . T o m a i n t a i n t h e

3 D f o r m
,
t h e d e r m i s c o n s i s t s m i n im a l l y o f f i b r o b l a s t s i m b e d d e d i n a c o l l a g e n m a t r i x t o p p e d b y a

l a y e r o f d i f f e r e n t i a t i n g e p i d e r m a l k e r a t i n o c y t e s . K e r a t i n o c y t e s i n t h i s e n v i r o n m e n t c o n t i n u e t o

d i f f e r e n t i a t e N e w c e l l s p r o l i f e r a t e i n t h e b a s a l l a y e r a n d d i f f e r e n t i a t e w h i l e m o v i n g t o w a r d s t h e
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s u r fa c e ,
m i g r a t i n g a w a y f r o m s o u r c e s o f n u t r i e n t s . T h e s e c e l l s e v e n t u a l l y f o r m s a c s o f k e r a t i n

a n d o t h e r p r o t e i n s
,
v o i d o f a n u c l e u s .

I n o u r l a b o r a t o r y ,
w e h a v e d e v e l o p e d s t a n d a r d i z e d c o n d i t i o n s f o r i s o l a t i o n o f

m e l a n o c y t e s , k e r a t i n o c y t e s , a n d f i b r o b l a s t s f r o m n e o n a t a l f o r e s k i n s a n d s u c c e s s f u l l y p r o d u c e d

f u l l - t h i c k n e s s 3D h u m a n s k i n r e c o n s t r u c t s u s i n g t h e s e t h r e e c e l l t y p e s T h e h u m a n s k i n

r e c o n s t r u c t s m a d e i n o u r l a b o r a t o r y e x h i b i t n o r m a l s k i n a r c h i t e c t u r e c o n s i s t i n g o f a d e r m i s o f

f i b r o b l a s t s e m b e d d e d i n c o l l a g e n a n d a n e p i d e r m i s o f b a s a l m e l a n o c y t e s a n d - 1 0 l a y e r s o f

d i f f e r e n t i a t e d k e r a t i n o c y t e s e n d i n g i n a c o m i f i e d l a y e r . I n v i t r o s k i n m o d e l s h a v e t h e m a j o r

a d v a n t a g e t h a t c e l l s a r e c u l t u r e d i n i t i a l l y i n d i v i d u a l l y . T h i s a l l o w s t h e m a n i p u l a t i o n o f e a c h c e l l

t y p e p r i o r t o i n c l u d i n g t h e c e l l s i n t o t h e c o m p l e x r e c o n s t r u c t s . T h e 3 D r e c o n s t r u c t s p r e p a r e d i n

o u r l a b o r a t o r y a l s o i n c l u d e m e l a n o c y t e s
,
w h i c h r e s i d e i n t h e b a s a l l a y e r o f t h e e p i d e r m i s . I n t h e

f u t u r e
,
t h e m e a n s t o g r o w 3D r e c o n s t r u c t s w i t h o t h e r c e l l u l a r c o m p o n e n t s s u c h a s d e n dr i t i c (e . g . ,

L a n g e r h a n s
'

c e l l s ) a n d e n d o t h e l i a l c e l l s
,
a n d s e b a c e o u s g l a n d s ,

m a y a l s o b e d e v e l o p e d a n d u s e d

t o a c q u i r e d a t a o n t h e e f f e c t s o f x e n o b i o t i c e x p o s u r e s . O n t h e o t h e r h a n d
,
t h e b i o l o g i c a l l i f e - s p a n

f o r s k i n r e c o n s t r u c t s i s l i m i t e d t o a b o u t f o u r w e e k s P o t e n t i a l l y ,
t h i s c a n b e e x t e n d e d t o t hr e e

m o n t h s i f f i b r i n - b a s e d m a t r i c e s a r e u s e d (D e l R i o e t a l .

,
2 0 0 2 ) . H o w e v e r

,
f i b r i n - b a s e d m a t r i c e s

a r e n o t a s s k i n - l i k e a s c o l l a g e n
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1 . 4 . T h e G o a l o f t h e S t u d y

M y r e s e a r c h f o c u s e s o n s k i n a s a m e t a b o l i c o r g a n a n d r o u t e f o r s y s t e m i c e x p o s u r e a n d t o x i c i t y

M y o bj e c t i v e f o r t h i s s t u dy w a s t o e v a l u a t e t h e 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s g r o w n i n o u r l a b o r a t o r y a s a

m o d e l t o s c r e e n f o r x e n o b i o t i c t o x i c i t y T o w a r d s t h i s o bj e c t i v e
,
I a im e d t o d e m o n s t r a t e t h e

m e t a b o l i s m o f n a p h t h a l e n e a s w e l l a s k e r a t i n a d d u c t i o n i n t h e s u p r a b a s a l l a y e r o f t h e s k i n

r e c o n s t r u c t s . F u r t h e r e v a l u a t i o n o f t h e s k i n g r o v ra i n o u r l a b o r a t o r y w a s p e r f o r m e d b y

c o m p a r i n g t h e s e r e s u l t s t o c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s . T h e i n f o r m a t i o n

o b t a i n e d f r o m t h e s e e x p e r im e n t s p r o v i d e s i n s i g h t i n t o h o w t h e 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s c u r r e n t l y

p e r f o r m a s w e l l a s w h a t m o d i f i c a t i o n s m a y b e n e e d e d t o im p r o v e t h e s k i n r e c o n s t r u c t s a n d t h e

t e c h n i q u e s u s e d f o r t e s t i n g i n o r d e r t o p r o v i d e a m o r e p h y s i o l o g i c a l l y r e l e v a n t s k i n m o d e l .
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C H A P T E R I I

M A T E R I A L S & M E T H O D S

2
.
1 H u m a n 3 D F u l l - t h i c k n e s s Sk i n R e c o n s t r u c t s

I n o r d e r t o e x p l o r e t h e s u i t a b i l i t y o f i n v i t r o h u m a n 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s f o r t o x i c i t y t e s t i n g ,
I

e v a l u a t e d t h e p e n e t r a t i o n a n d e f f e c t s o f n a p h t h a l e n e e x p o s u r e i n t w o d i f f e r e n t r e c o n s t r u c t

m o d e l s ; a c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e f u l l - t h i c k n e s s e p i d e r m i s (E F T - 4 0 0
,
M a t T e k ,

A s h f o r d ,
M A

,

U SA ),
w h i c h c o n t a i n s f i b r o b l a s t s a n d k e r a t i n o c y t e s ,

a n d o u r i n - h o u s e g r o w n f u l l - t h i c k n e s s

e p i d e r m i s (J C B - 1 10 ) ,
w h i c h c o n t a i n s m e l a n o c y t e s i n a d d i t i o n t o f i b r o b l a s t s a n d k e r a t i n o c y t e s .

2 1 . 1 E F T - 4 0 0 S k i n R e c o n s t r u c t s

E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s a r e c o m p r i s e d o f n o r m a l h u m a n e p i d e r m a l k e r a t i n o c y t e s (N H E K ) d e r i v e d

f r o m n e o n a t a l - f o r e s k i n t i s s u e a n d n o r m a l h u m a n d e rm a l f i b r o b l a s t s (N H D F ) d e r i v e d f r o m

n e o n a t a l s k i n f r o m a s i n g l e d o n o r
. T h e s e c e l l s a r e c u l t u r e d i n v i t r o t o f o r m a m u l t i l a y e r e d ,

h i g h l y d i f f e r e n t i a t e d m o d e l o f f u l l - t h i c k n e s s h u m a n e p i d e rm i s . T h e r e c o n s t r u c t s a r e g r o w n i n a

p r o p r i e t a r y m e d i u m c o n t a i n i n g D u l b e c c o
'

s M o d i f i e d E a g l e
'

s M e d i u m (D M E M ), g r o w t h f a c t o r s ,

a n d h o r m o n e s i n c l u d i n g e p i d e rm a l g r o w t h f a c t o r
,
i n s u l i n

,
a n d h y d r o c o r t i s o n e . A n t i b i o t i c s

(g e n t a m i c i n ) ,
a n t i - f u n g a l a g e n t (a m p h o t e r i c i n ) ,

a s w e l l a s o t h e r a d d i t i v e s s u c h a s l i p i d p r e c u r s o r s

a r e a l s o i n c l u d e d i n t h e m e d i u m
. T h e r e c o n s t r u c t s a r e g r o w n o n a 1 2 c m d i a m e t e r c e l l u l o s e

m e m b r a n e (s u r f a c e a r e a 1 0 c m ; p o r e s i z e 0 . 4 |. i m ) w i t h t h e a p p r o p r i a t e a i r - l i q u i d i n t e r f a c e i n

C o s t a r S n a p w e l l (C o m i n g ,
L o w e l l

, M A ) 6 - w e l l t i s s u e - c u l t u r e p l a t e i n s e r t s c o n t a i n i n g 1 m L o f

m e d i a .
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2 . 1 . 2 JC B - 1 10 Sk i n R e c o n s t r u c t s

J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s g r o w n i n o u r l a b o r a t o r y a r e c o m p r i s e d o f N H E K
, N H D F

,
a n d m e l a n o c y t e s

i s o l a t e d f r o m n e o n a t a l f o r e s k i n s . E a c h r e c o n s t r u c t i s g r o w n u s i n g t h e t h r e e c e l l t y p e s i s o l a t e d

f r o m a s i n g l e d o n o r ( i . e
,
t h e y a r e i s o g e n i c ) T h e a d d i t i o n o f m e l a n o c y t e s t o t h e r e c o n s t r u c t s

p r o v i d e s a t i s s u e r e c o n s t r u c t t h a t m o r e c l o s e l y r e s e m b l e s t h e i n v i v o h u m a n e p i d e r m i s

T o p r e p a r e J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t
,

e p i d e r m i s a n d d e r m i s f r o m t h e n e o n a t a l - f o r e s k i n a r e

s e p a r a t e d u s i n g a n o v e r n i g ht d i s p a s e 11 d i g e s t i o n a t 4
°

C . T h e e p i d e r m a l s h e a t h i s m i n c e d a n d

c e l l s ( i . e . , k e r a t i n o c j ^ e s a n d m e l a n o c 3l :e s ) a r e d i s p e r s e d u s i n g t r y p s i n d i g e s t i o n A ft e r

d e a c t i v a t i n g t r y p s i n
,
h a l f o f t h e e p i d e r m a l c e l l s a r e p l a c e d i n t o e i t h e r k e r a t i n o c y t e o r m e l a n o c y t e

m e d i a f o r g r o w t h s e l e c t i o n o f e a c h c e l l t y p e . T o o b t a i n t h e f i b r o b l a s t s , t h e d e r m i s i s m i n c e d a n d

d i g e s t e d o v e r n i g h t a t r o o m t e m p e r a t u r e w i t h c o U a g e n a s e . F i b r o b l a s t s a r e t h e n g r o w n i n a n

a p p r o p r i a t e g r o w t h m e d i u m .

T h e d e r m i s f o r JC B - 1 10 i s c r e a t e d b y p r e p a r i n g a t h i n a c e l l u l a r l a y e r o f c o l l a g e n a s a

b a s e f o r t h e c e l l u l a r l a y e r a n d t o s e a l t h e i n s e r t s o t h a t t h e r e c o n s t r u c t c a n b e g r o w n u n d e r

m e d i u m f o r a f e w d a y s b e f o r e a i r l i ft . T h i s c o l l a g e n m a t r i x i n c l u d e s m i n im u m e s s e n t i a l m e d i i i m

(M E M ,
L i f e T e c h n o l o g i e s , C a r l s b a d , C A ) , L -

g l u t a m i n e (L i f e T e c h n o l o g i e s
,
C a r l s b a d

,
C A ) ,

f e t a l

b o v i n e ( S i g m a
,
St . L o u i s

,
M O ) o r s u p p l e m e n t e d c a l f s e r u m (T h e r m o Sc i e n t i f i c

,
Sa n J o s e

,
C A ) ,

s o d i u m b i c a r b o n a t e (S i gm a , S t . L o u i s , M O ), a n d b o v i n e c o l l a g e n (O r g a n o g e n e s i s
,
C a n t o n

,
M A ) .

A ft e r p o l y m e r i z a t i o n o f t h e t h i n a c e l l u l a r c o l l a g e n l a y e r ,
a t h i c k e r c e l l u l a r l a y e r c o n t a i n i n g

fi b r o b l a s t s i s a d d e d f o r t h e f o r m a t i o n o f d e r m i s (v o l u m e 0 . 5 c m ^
) . D u r i n g t h e f o r m a t i o n o f

d e r m i s ,
t h e fi b r o b l a s t s i n t e r a c t w i t h t h e c o l l a g e n fi b e r s a n d c o n t r a c t t h e c o l l a g e n b y u p t o SOX i n

2 0
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v o l u m e . T h e c e l l u l a r d e r m i s l a y e r p u l l s a w a y f r o m t h e s i d e s o f t h e i n s e r t a n d c r e a t e s a

d e p r e s s i o n o n it s s u r f a c e .

A ft e r 4 - 7 d a y s o f d e r m i s g r o w t h
,
t h e e p i d e r m a l c e l l s a r e a d d e d t o t h e s u r f a c e o f t h e

d e r m i s M e l a n o c y t e s a n d k e r a t i n o c y t e s i n a r a t i o o f 1 :5 a r e a d d e d t o t h e s u r f a c e o f t h e d e r m i s

a n d a r e t h e n g r o w n u n d e r l i q u i d m e d i u m f o r 4 d a y s . A ft e r t h e c e l l s a r e a tt a c h e d t o t h e d e rm i s

a n d b e g i n t o f o rm a b a s e m e n t m e m b r a n e
,
t h e r e c o n s t r u c t s a r e

"
a i r l i ft e d

"

(i . e . ,
l i q u i d m e d i u m i s

r e m o v e d f r o m t h e s u r f a c e o f t h e r e c o n s t r u c t ) . E x p o s u r e t o t h e a i r a n d c h a n g e o f m e d i a

c o m p o n e n t s (d e c r e a s e c o n c e n t r a t i o n o f e p i d e r m a l g r o w t h f a c t o r (E G F ) a n d i n c r e a s e o f c a l c i u m )

s t im u l a t e t h e k e r a t i n o c y t e s t o d i f f e r e n t i a t e i n t o a s t r a t i f i e d l a y e r .
T h e s k i n r e c o n s t r u c t i s m a t u r e

i n a p p r o x i m a t e l y 2 w e e k s a ft e r p l a t i n g t h e e p i d e r m a l c e l l s a n d i s s t a b l e f o r a p p r o x i m a t e l y a

m o n t h i n t h e t i s s u e c u l t u r e c o n d i t i o n s .

2 . 2 N a p h t h a l e n e E x p o s u r e

F o r e v a l u a t i o n o f t h e h u m a n s k i n r e c o n s t r u c t m o d e l s
,
I i n v e s t i g a t e d th e m e t a b o l i s m a n d k e r a t i n

a d d u c t i o n o f n a p h t h a l e n e i n t h e s k i n r e c o n s t r u c t s . N a p h t h a l e n e
,

t h e s im p l e s t f o r m o f a

p o l y c y c l i c a r o m a t i c h y d r o c a r b o n (P A H ),
w a s c h o s e n a s a m o d e l c o m p o u n d b e c a u s e a n a l y t i c a l

m e t h o d s f o r d e t e c t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s i n u r i n e a r e r e a d i l y a v a i l a b l e

(W a i d y a n a t h a e t a l .

,
2 0 0 4 ; E g e g h y e t a l .

,
2 0 0 3 ; S e r d a r e t a l .

,
2 0 0 3 ) N a p h t h a l e n e h a s a l s o b e e n

s h o w n t o b e a g o o d q u a n t i t a t i v e b i o m a r k e r o f P A H e x p o s u r e (C h a o e t a l .

,
2 0 0 5 ; C h a o e t a l .

,

2 0 0 6 ; K im e t a l .

,
2 0 0 7 ; S e r d a r e t a l

,
2 0 0 4 ; S e r d a r e t a l

. ,
2 0 0 3 ; E g e g h y e t a l

,
2 0 0 3 ; S o b u s e t a l .

,

2 0 0 9 a ; So b u s e t a l . , 2 0 0 9 b ) .

N a p h t h a l e n e u n d e r g o e s p h a s e I m e t a b o l i s m b y c y t o c h r o m e P 4 5 0 (P 4 5 0) e n z y m e s t o a n

a r e n e o x i d e (n a p h t h a l e n e - 1
,
2 - o x i d e ) (F i g u r e 1 ) . A r e n e o x i d e s a r e p r im e c a n d i d a t e s f o r a d d u c t i o n
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•
t o p r o t e i n s a n d D N A a n d a r e o f t e n u s e d a s b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e b e c a u s e o f t h e i r a f f i n i t y f o r

f r e e c y s t e i n s i n h e m o g l o b i n a n d a l b u m i n
. A r e n e o x i d e s t h a t a r e n o t a d du c t e d c a n b e fu r t h e r

m e t a b o l i z e d b y P 4 5 0 i s o e n z y m e s t o 1 - n a p h t h o l ( 1 - N A P ) ,
2 - n a p h t h o l (2 - N A P ) ,

o r 1
,
2 - d i h y d r o

-

1
,
2 - d i h y dr o x y n a p ht h a l e n e (1 ,

2 - D H N ) . T h e s e c o m p o u n d s c a n b e e l im i n a t e d o r f u r t h e r

m e t a b o l i z e d t o fo r m g l u c o r o n i d e s a n d o t h e r p h a s e I I m e t a b o l i c p r o d u c t s (T r o e s t e r e t a l .

,
2 0 0 2 ;

T i n g l e e t a l
,
1 9 9 3 ; W i l s o n e t a l . ,

1 9 9 6 ; Z h e n g e t a l .

,
1 9 9 7 )

N a p h t h a l e n e - 1
,
2 - o x i d e i n k n o w n t o i n t e r a c t w i t h k e r a t i n . P r e v i o u s l y , w e o b s e r v e d 1 - a n d

2 - n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s i n t h e t a p e - s t r i p s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m t h e s k i n o f f u e l - c e l l

m a i n t e n a n c e w o r k e r s w h o h a d b e e n o c c u p a t i o n a l l y e x p o s e d t o t h e j e t f u e l J P - 8 (K a n g - Si c k e l e t

a l , 2 0 0 8 ; K a n g
- Si c k e l e t a l , 2 0 10 ; K a n g

- S i c k e l e t a l , 2 0 1 1)

•
cc n j i i g a t iC K i

O H

t ^ O

^
^ ^ ^ ^ ^ '

^
O i

n o n e n z y m a l i o ^ ^
^

^'

^ ^
' 4 GS T

^
. ^ d f ^

^ ^ -
- ^ r e a r r a n g e m e n t ^ ^ ^

^

^
^

^ s si^
2 - h y rf r o x y
n ^ h t h a te n e

P 4 5 0 a j i d

n a p h th a l s c ra - l 2 - o j ( id e

e p o x i d e

h [y d ra l a z e

C
^

"
^ V ^ . - s e

a d d s

g k i t a t h io n e c o i ^ t^ a l e s

\
O H

P 4 5 0

P

1
,
4 - n a p h t ^ K 3 q i B n o n e

N Q O

Sg m i q u t n o n « r a d ic a l

D a m a g e t o p r o t e in a n d

O NA

i 2 - d i h
y
d t t > - 1

,
2 -

<l it i y a r o x y
h a p h t h a i s r t d

d i h y d r o d io l

d e h y d ro g e n a s e

n a p h th a l e n e 1 2 * d io I

P 4S 0

O

H y d f o q u i n o n e * -
N Q O

1 2 o a p h m o q u in o f i #

c o n j u g a i k 7 n

•

F i g u r e 1 . P r o p o s e d n a p h t h a l e n e m e t a b o l i s m i n h u m a n s [ a d a p t e d f r o m W a i d y a n a t h a e t a l .

2 0 0 4 ] .
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2 . 2 1 P r e p a r a t i o n o f N a p h t h a l e n e S t o c k a n d D o s i n g S o l u t i o n s

N a p h t h a l e n e ( Si g m a
,
S t L o u i s

,
M O ) w a s d i s s o l v e d i n a c e t o n e t o a c h i e v e a c o n c e n t r a t i o n o f 3 9 0

m g / m L T h i s s t o c k s o l u t i o n w a s f i l t e r - s t e r i l i z e d b y p r e s s u r e - fi l t r a t i o n s y s t e m u s i n g a g l a s s

s y r i n g e a n d a p o l y t e t r a fl u o r o e t h y l e n e (P T F E ) m e m b r a n e i n a s t a i n l e s s - s t e e l fi l t e r h o l d e r (Sw i n n y

X X 30 0 12 0 0 ,
M i l l i p o r e

,
B i l l e r i c a

,
M A ) a n d t h e n s t o r e d a t - 8 0

°

C

T o p r e p a r e n a p h t h a l e n e d o s i n g s o l u t i o n
,
t h e s t o c k s o l u t i o n w a s a l l o w e d t o t h a w a n d

w a r m t o r o o m t e m p e r a t u r e a ft e r w h i c h i t w a s v o r t e x e d t o d i s s o l v e a n y n a p h t h a l e n e t h a t

p r e c ip i t a t e d i n t h e f r e e z e r T h e s t o c k s o l u t i o n w a s t h e n s e r i a l l y d i l u t e d i n a c e t o n e t o a c h i e v e

w o r k i n g s o l u t i o n s w i t h c o n c e n t r a t i o n s o f 1 5 6 |a g / |J L ,
7 8 [ i g / [ i L ,

a n d 15 6 |J g / |- i L .

2 . 2 . 2 E x p o s u r e a n d Sa m p l e C o l l e c t i o n

R e c o n s t r u c t s w e r e e x p o s e d t h r e e t im e s e v e r y o t h e r d a y o v e r t h e c o u r s e o f fi v e d a y s . O n e E F T -

4 0 0 a n d o n e J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t r e c e i v e d 10 |i L o f o n e o f t h e n a p h t h a l e n e d o s i n g s o l u t i o n a t a

c o n c e n t r a t i o n o f 15 . 6 p g / |Li L ,
7 8 . 0 |Li g / |i L , 1 5 6 |i g / |J L ,

o r 39 0 \^ g / \i L , f o r a n a p p l i e d d o s e o f 1 2 5 0

n m o l
,
6

,
2 5 0 n m o l

,
1 2

,
5 0 0 n m o l

,
a n d 3 1

,
2 5 0 n m o l a t e a c h o f t h e e x p o s u r e d a y s 1

,
3

,
a n d 5 . I n

a d d i t i o n , o n e E F T - 4 0 0 a n d o n e J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t r e c e i v e d a c e t o n e o n l y e x p o s u r e (n e g a t i v e

c o n t r o l ) w h i l e o n e E F T - 4 00 a n d o n e JCB - 1 10 w e r e l e ft u n t r e a t e d (u n e x p o s e d c o n t r o l ) . O v e r t h e

c o u r s e o f t h e 5 - d a y e x p o s u r e r e g i m e
,
o n e E F T - 4 0 0 a n d o n e JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t r e c e i v e d a t o t a l

o f 0 4 7 8 m g ,
2 . 3 4 m g ,

4 . 6 3 m g ,
o r 1 1 7 m g n a p h t h a l e n e .

T i s s u e c u l t u r e m e d i a (2 m L ) w a s c h a n g e d p r i o r t o t h e f i r s t n a p ht h a l e n e e x p o s u r e i n e a c h

t i s s u e c u l t u r e w e l l a n d t h e u s e d m e d i a w a s c o l l e c t e d i n t o a n 8 - m L g l a s s v i a l a n d s t o r e d a t - 3 0
°

C

f o r a n a l y s i s (i . e .

, p r e - e x p o s u r e c o n t r o l ) . A ft e r 2 4 - h o f t h e fi r s t n a p h t h a l e n e e x p o s u r e
,
t h e m e d i a

(2 m L ) w a s c o l l e c t e d i n t o a n 8- m L g l a s s v i a l a n d f r e s h m e d i a a d d e d i n t o t h e w e l l . T h e m e d i a
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w a s c h a n g e d d a i l y a n d t h e u s e d m e d i a w a s c o l l e c t e d i n t o a n 8 - m L g l a s s v i a l a n d s t o r e d a t - 2 0
°

C

f o r a n a l y s i s o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l it e s b y l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y
- t a n d e m m a s s

s p e c t r o m e t r y (L C - M S/M S).

O n d a y 6
,

t h e r e c o n s t r u c t s w e r e r e m o v e d f r o m t h e t i s s u e c u l t u r e w e l l s a n d t h e

r e c o n s t r u c t s a n d t h e p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e s w e r e g e n t l y s e p a r a t e d w i t h f o r c e p s a n d s t o r e d i n

a g l a s s v i a l u n t i l a n a l y s i s . T h e d e r m i s a n d e p i d e r m i s w e r e s e p a r a t e d w i t h f o r c e p s a n d p l a c e d i n

2 - m L g l a s s v i a l s a n d s t o r e d a t - 2 0
°

C f o r f u r t h e r p r e p a r a t i o n a n d a n a l y s i s b y L C - M S / M S o r t h e

r e c o n s t r u c t s w e r e fi x e d i n a 3 7 % f o r m a l d e h y d e s o l u t i o n t o b e e m b e d d e d i n p a r a f fi n
,

a n d

s e c t i o n e d b y t h e UN C T r a n s l a t i o n a l P a t h o l o g y L a b o r a t o r y f o r h e m a t o x y l i n a n d e o s i n (H & E )

s t a i n i n g a n d im m u n o h i s t o c h e m i s t r y (I H C ) a n a l y s i s

2 . 3 A n a l y s i s o f N a p h t h a l e n e a n d I t s M e t a b o l i t e s

2 . 3 . 1 L C - M S/ M S M e th o d

L C - M S/M S a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g a n u l t r a -

p e r f o r m a n c e L C (U P L C ; A c q u i t y ,
W a t e r s ,

M i l f o r d , M A ) s e p a r a t i o n s y s t e m c o u p l e d w i t h a T SQ qu a n t u m - u l t r a t r i p l e -

q u a d r u p o l e m a s s

s p e c t r o m e t e r (T h e r m o F i n n i g a n , S a n Jo s e
,
C A ) t o a n a l y z e n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s i n t h e

t i s s u e c u l t u r e m e d i a . N a p h t h a l e n e a n d t h e m e t a b o l i t e s t a n d a r d s 1 - N A P , 2 - N A P
,
1

,
2 - D H N

,
1

,
4 -

d i h y d r o x y n a p h t h a l e n e ( 1 ,
4 - D H N ),

2
,
6 - d i h y d r o x y n a p h t h a l e n e (2 ,

6 - D H N ), 1
, 7 -

d i h y dr o x y n a p h t h a l e n e (1 ,
7- D H N ), 1

,
2 - n a p h t h o l q u i n o n e ( 1,

2 - N Q) ,
a n d 1

,
4 - n a p h t h o l q u i n o n e

( 1 ,
4 - N Q) w e r e p u r c h a s e d f r o m S i gm a A l d r i c h (S t .

L o u i s , M O ).

C hr o m a t o g r a p h i c s e p a r a t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s w a s a c h i e v e d u s i n g a 2 . 1

X 15 0 m m H y p e r s i l g o l d c o l u m n p a c k e d w i th 3 |Li m p a r t i c l e s (T h e rm o Sc i e n t i fi c
,
S a n J o s e

,
C A ) .

M o b i l e p h a s e A c o n s i s t e d o f 0 1% f o rm i c a c i d i n d e i o n i z e d w a t e r a n d m o b i l e p h a s e B c o n t a i n e d
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%

0 1% f o r m i c a c i d i n m e t h a n o l . T h e m o b i l e p h a s e w a s d e l i v e r e d f r o m 0 .
0 t o 2 . 0 m i n a t a r a t i o o f

4 5 % m o b i l e p h a s e A a n d 5 5 % m o b i l e p h a s e B
,
a n d t h e n m o b i l e p h a s e B w a s i n c r e a s e d l in e a r l y

f r o m 5 5% t o 7 5% f r o m 2 . 0 t o 7 . 0 m i n , a n d f r o m 7 5% t o 9 5%o f r o m 7 . 0 t o 7 . 5 m i n . T h i s r a t i o w a s

h e l d f o r 1 m i n b e f o r e r e t u r n i n g t o t h e i n it i a l c o n d i t i o n s o f 4 5 % m o b i l e p h a s e A a n d 5 5 % m o b i l e

p h a s e B f o r 8 . 5 t o 9 . 0 m i n

T h e M S w a s fi r s t o p e r a t e d i n p o s i t i v e a t m o s p h e r i c -

p r e s s u r e c h e m i c a l - i o n i z a t i o n (A P C I )

m o d e a n d m u l t i p l e - r e a c t i o n m o n i t o ri n g (M RM ) d a t a w e r e c o l l e c t e d f o r t h e p a r e n t t o f r a g m e n t

i o n t r a n s i t i o n s . B e c a u s e o n l y n a p h t h a l e n e m e t a b o l i t e s w e r e d e t e c t e d u s i n g A P C I
,
t h i s m e t h o d

w a s m o d i fi e d t o u s e a t m o s p h e r i c -

p r e s s u r e p h o t o i o n i z a t i o n (A PP I ) a s t h e i o n i z a t i o n s o u r c e T h i s

c h a n g e a l l o w e d s i m u l t a n e o u s d e t e c t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s u s i n g t w o s e gm e n t s .

Se gm e n t 1 f r o m 0 . 0 t o 6 5 m i n a n d Se gm e n t 2 f r o m 6 . 5 t o 1 0 m i n w e r e u s e d f o r t h e p a r e n t t o

f r a g m e n t i o n t r a n s i t i o n s s h o w n i n T a b l e 1 .

T a b l e 1 . M S P a r a m e t e r s f o r Se g m e n t 1 a n d S e g m e n t 2 i n A P P I .

S e g m e n t 1

2 - N A P , 1- N A P

1
,
2 - N Q , 1 , 4 - N Q ,

1
,
7 - N Q ,

2
,
6 - N Q

P r e c u r s o r | F r a g m e n t 1

m / z

14 5

159

m / z

9 1

77

C E : F r a g m e n t !

m / z

3 0

35

1 17

10 3

C E I F r a g m e n t s j C E

m / z

17

3 4

12 7

13 1

2 1

16

1 , 2 - D H N , 1 , 4 - D H N ,

1
,
7 - D H N 2

,
6 - D H N

16 1 10 5 2 2 1 15 29 13 3 16

S e g m e n t 2

N a ph t h a le n e 12 8

[
' X ]N a p h t h a le n e 12 9

78

79

35

35

10 2

10 3

22

22

N A

N A

N A

N A

N A =
n o t a p p l i c a b l e

C E = c o l l i s i o n e n e r g y
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2 . 3 . 2 P u r i f i c a t i o n a n d C o n c e n t r a t i o n o f M e d i a S a m p l e s

I n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e m o s t e f f i c i e n t t e c h n i q u e t o s e p a r a t e a n d c o n c e n t r a t e n a p ht h a l e n e a n d i t s

m e t a b o h t e s f r o m t h e t i s s u e c u l t u r e m e d i a
,
f o u r d i f f e r e n t m e t h o d s w e r e i n v e s t i g a t e d u s i n g e i t h e r

e t h y l a c e t a t e (M e t h o d s 1 - 2 ) o r s o l i d -

p h a s e e x t r a c t i o n (M e t h o d s 3 - 4 ) a s d e s c r i b e d b e l o w .

2 . 3 . 1 1 E th y l A c e t a t e E x t r a c t i o n

P r e l im i n a r y e x p e r im e n t s w e r e c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e t h e e f f i c a c y o f e t h y l a c e t a t e e x t r a c t i o n o f

n a p ht h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s f r o m t h e m e d i a s a m p l e s I t w a s o b s e r v e d t h a t e x t r a c t i o n w i t h

10 0 % e t h y l a c e t a t e a c h i e v e d a m o r e c o m p l e t e s e p a r a t i o n b e t w e e n t h e a q u e o u s a n d o r g a n i c p h a s e

c o m p a r e d t o a m i x t u r e o f e t h y l a c e t a t e a n d a c e t o n i t r i l e (2 : 1 v / v ) .

I n M e t h o d 1
,
a s p i k e d m e d i a s a m p l e w a s p r e p a r e d ,

i n t r ip l i c a t e , c o n s i s t i n g o f 2 m L o f

m e d i a a n d a 10 0 ]x L a l i q u o t o f 12 . 0 |i g /m L 1 - N A P
,
1 5 . 6 ^ g / m L 2 - N A P

,
a n d 2 0 . 0 |i i g / m L

n a p h t h a l e n e i n m e t h a n o l t o a c h i e v e f i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 5 7 |J g / m L ,
0 . 7 4 |i g /m L

,
a n d 0 9 5

[i g /m L
,
r e s p e c t i v e l y ,

i n t h e s a m p l e T h e s a m p l e s w e r e e x t r a c t e d 4 t im e s w i t h e t h y l a c e t a t e (2

m L ) a n d t h e e x t r a c t i o n s p o o l e d (8 m L fi n a l v o l u m e ) . T h e e t h y l a c e t a t e w a s t h e n r e m o v e d b y

n i t r o g e n s t r e a m t o d r y n e s s a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d t h e s a m p l e r e c o n s t i t u t e d w i t h 10 0 |a L o f

m e t h a n o l - w a t e r s o l u t i o n (5 0 : 5 0 v /v ) .

I n M e t h o d 2 , a s p i k e d m e d i a s a m p l e w a s p r e p a r e d
,
i n t r i p l i c a t e ,

c o n s i s t i n g o f 2 m L o f

m e d i a a n d a 1 0 0 |̂ L a l i q u o t c o n t a i n i n g c o n c e n t r a t i o n s o f 1 2 . 0 [ i g /m L I - N A P
, 14 . 4 fi g /m L 2 -

N A P
,
1 5 . 2 |a g / m L 1

,
2 - D H N

,
1 1 . 6 ^ g/ m L 2

,
6 - D H N

,
a n d 2 0 [i g /m L o f n a p h th a l e n e i n m e t h a n o l t o

a c h i e v e fi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 5 7 |x g /m L , 0 . 6 9 |a g / m L
,
0 . 7 2 |J g / m L

,
0 . 5 5 î g /m L

,
a n d 0 . 9 5

|i g /m L , r e s p e c t i v e l y , i n t h e s a m p l e . So d i u m a c e t a t e (1 m L o f O . I M ) w a s a d d e d t o t h e s a m p l e s

a n d v o r t e x e d t o a d j u s t p H t o 5 (t h e o p t i m a l r a n g e f o r t h e yff - g l u c u r o n i d a s e r e a c t i o n ) in t h e
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s a m p l e s E a c h s a m p l e w a s e x t r a c t e d 4 t i m e s w i t h 2 m L o f e t h y l a c e t a t e . T h e e x t r a c t e d e t h y l

a c e t a t e l a y e r s f r o m t h e s a m p l e w e r e p o o l e d (8 m L fi n a l v o l u m e ) a n d t h e n e v a p o r a t e d t o n e a r

d r y n e s s b y n i t r o g e n s t r e a m a t r o o m t e m p e r a t u r e . M e t h a n o l (3 0 0 |. i L ) w a s t h e n a d d e d t o t h e v i a l
,

t h e s a m p l e v o r t e x e d
,

a n d t r a n s f e r r e d t o a n u l t r a f r e e - M C m i c r o c e n t r i f u g e t u b e w i t h a

p o l y v i n y l i d e n e f l u o r i d e fi l t e r (P V D F 0 4 5 |i m ; M i l l i p o r e
,
B i l l e r i c a

,
M A ) f o r c e n t r i f u g a t i o n a t

8 0 0 g f o r 1 m i n Sa m p l e s w e r e t r a n s f e r r e d t o h i gh -

p e r f o r m a n c e l i q u i d c h r o m a t o g r a p h y (H P L C )

v i a l s f o r a n a l y s i s b y L C - M S/M S .

2 . 3 1 . 2 So l i d -

p h a s e E x t r a c t i o n

S o l i d -

p h a s e e x t r a c t i o n (S P E ) i s c o m m o n l y u s e d t o e l im i n a t e t h e s a l t s a n d o t h e r p o l a r c h e m i c a l s

t h a t c o u l d p o t e n t i a l l y i n t e r f e r e w i t h L C - M S/M S a n a l y s i s o f t h e s a m p l e s . B e c a u s e s a m p l e l o s s e s

m a y o c c u r d u r i n g SP E e x t r a c t i o n
,
I i n v e s t i g a t e d t h e e f fi c a c y o f t h i s t e c h n i q u e i n s p i k e d m e d i a

s a m p l e s .

T h i s m e t h o d (M e t h o d 3 ) w a s d e v e l o p e d b y fi r s t o b s e r v i n g t h e e l u t i o n p r o fi l e o f

n a p h t h a l e n e
,
1- N A P

,
2

,
N A P

,
1

,
2 - D H N

,
a n d 2

,
6 - D H N

,
u s i n g a 1 c c O a s i s H L B S PE c o l u m n

(W a t e r s T e c li n o l o g y C o r p o r a t i o n
,
M i l f o r d

,
M A ) . T h e c o l u m n w a s p r e p a r e d b y r u n n i n g 1 m L o f

m e t h a n o l f o l l o w e d b y 1 m L o f w a t e r t h r o u gh t h e c o l u m n A s p i k e d m e d i a s a m p l e ( 1 m L ) w a s

t h e n l o a d e d o n t o t h e c o l u m n b e f o r e r i n s i n g w i t h 3 0 0 |J L o f w a t e r f o l l o w e d b y t e n v o l u m e s o f

m e t h a n o l

M e t h o d 3 w a s f u r t h e r im p r o v e d u s i n g a 3 c c O a s i s H L B SP E c o l u m n (W a t e r s

T e c h n o l o g y C o r p o r a t i o n , M i l f o r d , M A ) a n d i m p l e m e n t i n g t h e i n f o r m a t i o n a c q u i r e d f r o m t h e

p r e v i o u s e x p e r im e n t w i t h t h e 1 - c c c o l u m n T h e 3 - c c c o l u m n w a s p r e p a r e d b y r u n n i n g 2 m L o f

m e t h a n o l f o l l o w e d b y 2 m L o f w a t e r t hr o u gh t h e c o l u m n . M e d i a s a m p l e s w e r e p r e p a r e d i n
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t r i p l i c a t e
,
b y s p i k i n g a 1 0 0 -

^ L a l i q u o t o f 8 . 4 |_ i g /m L 1 - N A P
,
1 0 . 0 n g / m L 2 - N A P

,
8 4 |i g /m L 1

,
2 -

D H N
,
1 3 . 2 4 [i g /m L 2

,
6 - D H N

,
a n d 2 0 |i g /m L n a p h t h a l e n e i n t o 2 m L o f m e d i a t o a c h i e v e f i n a l

c o n c e n t r a t i o n s o f 0 4 0 |i g / m L
,
0 4 8 n g / m L

,
0 . 4 0 [i g / m L

,
0 6 2 |J g /m L

,
a n d 0 . 9 5 |a g /m L ,

r e s p e c t i v e l y ,
i n t h e s a m p l e . T h e 2 m L s a m p l e s o f s p i k e d m e d i a w e r e l o a d e d o n t o a 3 - c c O a s i s

H L B SP E c o l u m n
,
t h e c o l u m n w a s r i n s e d w i t h 1 m L o f w a t e r ,

f o l l o w e d b y f i v e r i n s e s w i t h 3 0 0

^ L o f 10 0% m e t h a n o l .
T h e f r a c t i o n s w e r e c o l l e c t e d d i r e c t l y i n t o H P L C v i a l s i n o r d e r t o

d e t e r m i n e t h e e l u t i o n p r o f i l e s o f t h e s p i k e d c o m p o u n d s

M e t h o d 4
,
u t i l i z e d [

' ^
CJn a p h t h a l e n e (S i gm a

,
M i lw a u k e e

,
W I ) a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d a n d

l a r g e r e l u t i o n v o l u m e s t o e l u t e n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s i n o n e f r a c t i o n t o a i d i n t h e

q u a n t it a t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s . B e f o r e l o a d i n g t h e s p i k e d m e d i a s a m p l e s ,
t h e

c o l u m n s w e r e p r e p a r e d a s d e s c r i b e d i n M e t h o d 3 . T h e s p i k e d m e d i a w e r e t h e n l o a d e d i n 2 m L

a l i q u o t s o n t o t h r e e SP E c o l u m n s O n e a d d i t i o n a l c o l u m n w a s p r e p a r e d a n d l o a d e d w i t h

u n t r e a t e d m e d i a t o s e r v e a s a c o n t r o l . T h e s p i k e d m e d i a s a m p l e s a n d t h e b l a n k m e d i a s a m p l e

w e r e e l u t e d i n f o u r s u b s e q u e n t s t e p s c o n s i s t i n g o f ( 1 ) 1 m L o f w a t e r
, (2 ) 3 0 0 |a L o f m e t h a n o l , (3 )

2 m L o f m e t h a n o l
,
a n d (4 ) 1 m L o f m e t h a n o l a n d e a c h f r a c t i o n w a s c o l l e c t e d s e p a r a t e l y .

St a n d a r d s w e r e p r e p a r e d w i t h [ CJn a p h th a l e n e a s f o l l o w s . A s t o c k i n t e r n a l s t a n d a r d

s o l u t i o n o f [ C Jn a p h t h a l e n e w a s m a d e a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 1
,
0 0 0 |j g /m L i n m e t h a n o l . A

s t a n d a r d s o l u t i o n (St a n d a r d 1) w a s t h e n p r e p a r e d b y d i l u t i n g 1 - N A P
,
2 - N A P ,

1
,
2 - D H N ,

n a p h t h a l e n e
,

a n d 4 0 |a L o f [
' ^
C ]n a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d i n t o 1

,
9 6 0 |j L o f m e t h a n o l t o

a c h i e v e f i n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 8 4 |i g /m L 1 - N A P
,
1 1 6 (a g/ m L 2 - N A P

,
8 . 4 )a g / m L 1

,
2 - D H N

,

19 .
2 î g / m L n a p h t h a l e n e

,
a n d 2 0 . 0 |i g /m L [

' ^
C Jn a p h t h a l e n e . A d i l u e n t s o l u t i o n (2 0 0 |a g /m L

1 o t o

[ C ] n a p h t h a l e n e ) w a s a l s o p r e p a r e d b y d e l i v e r i n g 2 0 0 [i L o f [ C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d

i n t o 9
,
8 0 0 ii L o f m e t h a n o l t o s e r i a l l y d i l u t e s t a n d a r d 1 t o p r e p a r e a 6 -

p o i n t s t a n d a r d c u r v e .
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Sp i k e d m e d i a s a m p l e s w e r e p r e p a r e d b y a d d i n g 10 0 ĵ L o f t h e s p i k i n g s o l u t i o n (2 . 8

la g / m L 1 - N A P
,
3 . 9 |̂ g / m L 2 - N A P , 2 . 8 |a g / m L 1 , 2 - D H N , a n d 6 4 ĵ g / m L n a p h t h a l e n e ) f o l l o w e d

b y 4 0 î L o f t h e [
' ^C ] n a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d s o l u t i o n ( 1 , 0 0 0 |j g / m L ) i n t o 1

, 8 6 0 |j L o f

m e d i a . A s i n g l e b l a n k m e d i a s a m p l e w a s p r e p a r e d b y a d d i n g 10 0 ^ 1 o f m e t h a n o l a n d 4 0 \i L o f

t h e [
' ^
C Jn a p ht h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d s o l u t i o n ( 1,

0 0 0 |i g / m L ) i n t o 1, 8 6 0 î L o f m e d i a . F i n a l

c o n c e n t r a t i o n s o f 0 .
1 4 [i g /m L 1 - N A P

,
0 . 2 0 |i g /m L 2 - N A P

,
0 . 1 4 |a g / m L 1

,
2 - D H N

,
0 . 3 2 |i g /m L

n a p h t h a l e n e
,

a n d 2 0 |i g /m L [
' '
C Jn a p h th a l e n e i n 2 m L o f m e d i a w e r e l o a d e d o n t o t h e SP E

c o l u m n .

2 3 . 3 D e t e r m i n a t i o n o f t h e L o s s o f N a p h th a l e n e a n d I t s M e t a b o l it e s d u r i n g S a m p l e Pr o c e s s

I n o r d e r t o d e t e r m i n e t h e l o s s o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s d u r i n g t h e e v a p o r a t i o n s t e p i n

t h e s a m p l e p r o c e s s i n g ,
a s p i k i n g s o l u t i o n w a s p r e p a r e d i n m e t h a n o l c o n t a i n i n g 1 - N A P ( 8 . 4

|i g / m L ) ,
2 - N A P ( 10 . 0 |i g / m L ),

1
,
2 - D H N (8 . 4 [i g /m L ) ,

2
,
6 - D H N ( 13 2 fi g / m L ) ,

a n d n a p h t h a l e n e

(2 0 . 0 |i g / m L ) a n d 10 0 |. i L v o l u m e s w e r e s p i k e d i n t o a m i x t u r e o f 2 m L o f m e t h a n o l a n d 2 m L o f

e t h y l a c e t a t e
,
e a c h i n t r i p l i c a t e . T h e s a m p l e s w e r e t h e n e v a p o r a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e u n d e r a

n i t r o g e n s t r e a m i n 10 - m L g l a s s c e n t r i f u g e t u b e s , r e c o n s t i t u t e d i n 1 0 0 ^ L o f m e t h a n o l
,

a n d

a n a l y z e d b y L C - M S/ M S .
T h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e r e c o n s t i t u t e d s a m p l e s ( 10 0 |i L ) w e r e t h e n

c o m p a r e d t o t h e c o n c e n t r a t i o n s o f c o m p o u n d s i n t h e s p i k i n g s o l u t i o n
.

A s a p o t e n t i a l a l t e r n a t i v e t o e v a p o r a t i o n u n d e r n i t r o g e n s t r e a m
,
t h e l o s s o f t h e s e

c o m p o u n d s w a s e v a l u a t e d d u r i n g c o n c e n t r a t i o n b y v a c u u m c e n t r i f u g a t i o n ( SC l l OA
,
S a v a n t

,

H o l b r o o k
,
N Y ) . A s p i k i n g s o l u t i o n w a s p r e p a r e d i n m e t h a n o l c o n t a i n i n g 8 . 8 |Li g / m L 1 - N A P

,

10 .
4 n g / m L 2 - N A P

, 9 . 2 |a g /m L 1
,
2 - D H N

,
9 6 ^ g /m L 2

,
6 - D H N

,
a n d 2 0 . 0 [i g / m L n a p h t h a l e n e

a n d 10 0 |̂ L v o l u m e s w e r e s p i k e d i n t o 1 m L o f m e t h a n o l a n d 1 m L o f e t h y l a c e t a t e
,

e a c h i n
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t r i p l i c a t e . T h e s a m p l e s w e r e c o n c e n t r a t e d t o n e a r d r y n e s s b y v a c u u m c e n t r i f u g a t i o n i n 2 m L

g l a s s v i a l s a n d r e c o n s t i t u t e d i n 10 0 |j L o f m e t h a n o l T h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e r e c o n s t i t u t e d

s a m p l e s ( 10 0 \i L ) w e r e c o m p a r e d d i r e c t l y t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s p i k i n g s o l u t i o n t o

d e t e r m i n e t h e l o s s o f 1 - N A P
,
2 - N A P

,
1

,
2 - D H N

,
2

,
6 - D H N a n d n a p h t h a l e n e d u r i n g t h e

c o n c e n t r a t i o n p r o c e s s .

2 3 4 Sa m p l e P r e p a r a t i o n f o r L C - M S/ M S A n a l y s i s

2 3 4 1 M e d i a f r o m E F T - 4 0 0 a n d JC B - 1 10

M e d i a c o l l e c t e d s e p a r a t e l y o n e a c h o f t h e d a y s 1 - 6 f r o m t h e E F T - 4 0 0 a n d JCB - 1 10

r e c o n s t r u c t s w e r e a n a l y z e d i n d i v i d u a l l y u s i n g M e t h o d 4 SP E e x t r a c t i o n a n d L C - M S/ M S

a n a l y s i s . T h e h a r v e s t e d m e d i a p r e p a r e d a n d a n a l y z e d f r o m t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s i n c l u d e d

e x p o s u r e s t o 1
,
2 5 0 n m o l

,
6

,
2 5 0 n m o l , 1 2 , 5 0 0 n m o l , a n d 3 1 , 2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e . T h e

h a r v e s t e d m e d i a p r e p a r e d a n d a n a l y z e d f r o m th e JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s i n c l u d e d o n l y t h e 3 1, 2 5 0

n m o l n a p h t h a l e n e e x p o s u r e . S a m p l e s w e r e i n c u b a t e d w i t h / ^-

g l u c u r o n i d a s e ( 19 1 u n i t s / m L ;

s u l f a t a s e a c t i v i t y 6 u n i t s / m L ; H e l i x p o m a t i a ) f o r 4 h a t 3 7 °

C b e f o r e S P E e x t r a c t i o n .

M e d i a f r o m b o t h t h e E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 1 0 r e c o n s t r u c t s w e r e a l s o p o o l e d o v e r t h e

e x p o s u r e p e r i o d t o i n c l u d e m e d i a c o l l e c t e d f r o m d a y s 2 - 6 P o o l e d m e d i a f r o m t h e E FT - 4 0 0

a n d JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s a t 3 1
,
2 5 0 n m o l e x p o s u r e a s w e l l a s t h e m e d i a f r o m t h e E F T - 4 0 0

r e c o n s t r u c t s a t 6
,
2 5 0 n m o l e x p o s u r e w e r e u s e d f o r t h i s e x p e r i m e n t S a m p l e s w e r e i n c u b a t e d

w i t h ^̂
- g l u c u r o n i d a s e ( 19 1 u n i t s / m L ; s u l f a t a s e a c t i v i t y 6 u n i t s /m L ; H e l i x p o m a t i a ) f o r 4 h a t

3 7 ° C a n d c o n c e n t r a t e d b y l y o p h i l i z a t i o n f r o m a n i n i t i a l p o o l e d v o l u m e o f a p p r o x im a t e l y 10 m L

t o a p p r o x im a t e l y 2 m L . T h e c o n c e n t r a t e d m e d i a s a m p l e s w e r e p r e p a r e d b y M e th o d 4 S PE

e x t r a c t i o n a n d a n a l y z e d b y L C - M S /M S .
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2 3 .
4 2 E p i d e r m i s a n d D e r m i s o f t h e E F T - 4 0 0 R e c o n s t r u c t s

T h e s e p a r a t e d d e n n i s a n d e p i d e r m i s s a m p l e s w e r e a n a l y z e d a s f o l l o w s . T w o E F T - 4 0 0 d e r m i s

s a m p l e s d o s e d w i t h 6
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e t h r e e t i m e s o v e r t h e c o u r s e o f 5 d a y s w e r e

t r a n s f e r r e d t o s e p a r a t e g l a s s h o m o g e n i z a t i o n t u b e s (5 m L ) a n d 1 m L o f c e l l - l y s i s r e a g e n t

(C e l L y t i c M ,
S i g m a - A l d r i c h ) c o n t a i n i n g [

^^
C Jn a p h t h a l e n e a t a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 10 |i g / m L

w a s a d d e d i n t o e a c h t u b e . Sa m p l e s w e r e t h e n h o m o g e n i z e d b y h a n d w i t h a T e fl o n
"

p e s t l e .

A ft e r h o m o g e n i z a t i o n
,

a 1 0 0 - |a L a l i q u o t o f t h e s a m p l e w a s r e m o v e d a n d fi l t e r e d w i t h a n

u l t r a f r e e - M C c e n t r i f u g a l fi l t e r f o r a n a l y s i s b y L C - M S /M S . T h e r e m a i n d e r o f t h e s a m p l e w a s

i n c u b a t e d a t 3 7 ° C f o r 2 h w i t h / ^- g l u c u r o n i d a s e . A ft e r i n c u b a t i o n
,
10 0 -

|j L a l i q u o t o f t h e s am p l e

w a s r e m o v e d a n d fi l t e r e d u s i n g u l t r a f r e e - M C c e n t r i f u g a l fi l t e r f o r a n a l y z s i s b y L C - M S/ M S . T o

t h e r e m a i n i n g s a m p l e ,
1 m L o f e t h y l a c e t a t e w a s a d d e d

,
s a m p l e w a s v o r t e x e d , a n d t h e n

c e n t r i f u g e d f o r 5 m i n a t 2 6 5 g . A n a l i q u o t o f 10 0 \x L w a s r e m o v e d f o r a n a l y s i s b y L C - M S / M S

T h e r e m a i n d e r o f t h e m i x t u r e w a s s t o r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r o n e w e e k a n d t h e n p r e p a r e d f o r

r e - a n a l y s i s b y L C - M S / M S a s d e s c r i b e d a b o v e .

D e r m i s s a m p l e s (n = 2 ) f r o m E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s d o s e d w i t h 1
,
2 5 0 n m o l o f

n a p h t h a l e n e t h r e e t im e s o v e r t h e c o u r s e o f 5 d a y s w e r e p r e p a r e d f o r L C - M S /M S a n a l y s i s . E a c h

d e rm i s w a s i n c u b a t e d i n 5 0 0 |J . L o f c o U a g e n a s e ( 1 m g / m L i n p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e ; Si gm a
,

S t . L o u i s
,
M O ) o v e r n i g h t a t 3 7 ° C a ft e r b e i n g s p i k e d w i t h [

^^
C ] n a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d ( 10

\x g lm L ) . T h e d i s s o l v e d t i s s u e s w e r e t h e n i n c u b a t e d i n c e l l - l y s i s r e a g e n t o v e r n i gh t a t r o o m

t e m p e r a t u r e . T h e s e s a m p l e s w e r e o b s e r v e d t o b e c o m p l e t e l y d i s s o l v e d a n d
, t h e r e f o r e , w e r e n o t

h o m o g e n i z e d . T w o a l i q u o t s o f 1 0 0 )a L w e r e t a k e n a t t h e f o l l o w i n g t i m e p o i n t s : ( 1 ) b e f o r e

t r e a t m e n t w i t h y?- g l u c u r o n i d a s e , (2 ) a ft e r t r e a t m e n t w i t h yS- g l u c u r o n i d a s e
,
a n d (3 ) a ft e r e x t r a c t i o n

3 1
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w i t h e t h y l a c e t a t e . I n a d d i t i o n
,

a ft e r o n e w e e k ( 4 ) a l l t h e e t h y l a c e t a t e w a s r e m o v e d f r o m t h e

s a m p l e b y t r a n s f e r p i p e t t e a n d t h e r e m a i n i n g a q u e o u s l a y e r w a s (5 ) e x t r a c t e d w i t h h e x a n e . T h e

c o l l e c t e d s a m p l e s a t t h e t im e p o i n t s ( 1) b e f o r e t r e a t m e n t w i t h y?- g l u c u r o n i d a s e
, (2 ) a ft e r t r e a t m e n t

w i t h y9- g l u c u r o n i d a s e , (3 ) a f t e r e x t r a c t i o n w i t h e t h y l a c e t a t e
, (4 ) a ft e r o n e w e e k i n e t h y l a c e t a t e

,

a n d (5 ) a ft e r o n e w e e k i n e t h y l a c e t a t e a n d e x t r a c t i o n w i t h h e x a n e w e r e a n a l y z e d fo r

n a p h t h a l e n e
,
1 - N A P

,
2 - N A P

,
1

,
2 - D H N

,
a n d 2

,
6 - D H N b y L C - M S/M S

T w o E F T - 4 0 0 e p i d e r m i s s a m p l e s d o s e d w i t h 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e t h r e e t im e s o v e r

t h e c o u r s e o f 5 d a y s w e r e t r e a t e d w i t h 5 0 0 [ i L o f c e l l - l y s i s r e a g e n t , [
' ^ C Jn a p h t h a l e n e w a s a d d e d

t o a c h i e v e a fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f 10 |a g /m L i n t h e s a m p l e , a n d s a m p l e s s t o r e d a t 4 ° C f o r 1

w e e k . T o f u r t h e r d i g e s t t h e e p i d e r m i s , 5 0 0 î L o f t r y p s i n w a s a d d e d t o e a c h s a m p l e a n d t h e

s a m p l e s i n c u b a t e d o v e r n i g h t a t 3 7 ° C . T h e fi n a l [
^ ^
C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d c o n c e n t r a t i o n

w a s 5 |a g / m L . T h e s a m p l e s ( 1 m L ) w e r e p u r i f i e d u s i n g M e t h o d 4 SP E e x t r a c t i o n b e f o r e a n a l y s i s

b y L C - M S/M S . T h e J C B - 1 10 d e r m i s a n d e p i d e r m i s s a m p l e s w e r e n o t a n a l y z e d i n t h i s s t u dy .

2 . 3 . 4
. 3 S k i n R e c o n s t r u c t Su p p o r t M e m b r a n e

T h e t w o p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e s s u p p o r t i n g t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s e x p o s e d t o 6
,
2 5 0 n m o l

o f n a p ht h a l e n e t h r e e t im e s e v e r y o t h e r d a y w e r e e a c h p l a c e d i n t o s e p a r a t e g l a s s v i a l s
,
e x t r a c t e d

w i t h 2 5 0 i^ L o f m e t h a n o l
,
a n d a n a l y z e d b y L C - M S/ M S .

2 . 4 I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y

I m m u n o h i s t o c h em i s t r y (I H C ) w a s p e r f o r m e d t o i n v e s t i g a t e n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t f o r m a t i o n i n

t h e e p i d e r m i s o f E F T - 4 0 0 a n d JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s . T o a c c o m p l i s h t h i s
,
t i s s u e s t r e a t e d w i t h

n a p h t h a l e n e a t 1
,
2 5 0 n m o l , 6 , 2 5 0 n m o l

,
1 2

,
5 0 0 n m o l , o r 3 1, 2 5 0 n m o l t h r e e ti m e s e v e r y o t h e r d a y
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a s w e l l a s t h e t i s s u e t r e a t e d w i t h a c e t o n e v e h i c l e a n d t h e n e g a t i v e c o n t r o l t i s s u e w e r e f i x e d w i t h a

s o l u t i o n c o n t a i n i n g s i x p a r t s o f 10 0% e t h a n o l
,
t h r e e p a r t s o f w a t e r

,
a n d o n e p a r t f o r m a l i n (3 7%

f o r m a l d e h y d e s o l u t i o n ) b e f o r e b e i n g d e h y d r a t e d ,
e m b e d d e d in p a r a f fi n

,
a n d s e c t i o n e d b y t h e

U N C T r a n s l a t i o n a l P a t h o l o g y L a b o r a t o r y .

2 4 . 1 D e p a r a f f m i z a t i o n a n d R e h y dr a t i o n

D e p a r a f f m i z a t i o n w a s a c c o m p l i s h e d b y s u b s e q u e n t l y s u b m e r g i n g t h e s l i d e s i n x y l e n e t w i c e (5

m i n e a c h ) ,
1 0 0 % e t h a n o l (3 m i n ) ,

9 5%. e t h a n o l ( 3 m i n ) ,
7 0% ) e t h a n o l ( 3 m i n ) ,

5 0%o e t h a n o l (3

m i n ) , a n d t w i c e i n I X D A K O a u t o b u f f e r s o l u t i o n (C a r p i n t e r i a ,
C A ) f o r 5 m i n . T h i s p r o c e s s w a s

f o l l o w e d b y s t e a m i n g t h e s l i d e s w i t h d e c l o a k i n g a g e n t (B i o c a r e M e d i c a l , C o n c o r d , C A ) f o r 3 0

m i n . S l i d e s w e r e p l a c e d o n t h e b e n c h t o p t o c o o l f o r 10 m i n a n d r i n s e d w it h r u n n i n g w a t e r

(N a n o p u r e
,
B a m s t e a d

,
D u bu q u e

,
I A ) f o r 10 m i n . T h e s l i d e s w e r e t h e n s u b m e r g e d i n I X D A K O

a u t o b u f f e r f o r 5 m i n .

2 . 4 . 2 B l o c k i n g

A s o l u t i o n o f P/ o B S A w a s p r e p a r e d i n I X D A K O a u t o b u f f e r t o b e u s e d a s a b l o c k i n g s o l u t i o n .

T h e s l i d e s w e r e p l a c e d i n a b l o c k i n g / s t a i n i n g c h a m b e r l i n e d w i t h w e t p a p e r t o w e l s t o p r o t e c t t h e

s l i d e s f r o m a m b i e n t l i g h t a n d t o r e t a i n m o i s t u r e . T h e b l o c k i n g /s t a i n i n g c h a m b e r c o n s i s t e d o f a

p l a s t i c c o n t a i n e r w i t h r i d g e s t o p l a c e e a c h s l i d e f a c e u p a n d a l i d . A ft e r p l a c i n g t h e s l i d e s i n t o

t h e c h a m b e r
,
e a c h s e c t i o n (t w o p e r s l i d e ) w a s c o v e r e d w i t h a p p r o x im a t e l y 5 0 | i L o f t h e \ % B SA

b l o c k i n g s o l u t i o n T h e s l i d e s w e r e r e m o v e d a ft e r 4 5 m i n a n d b r i e fl y r i n s e d i n I X D A K O

a u t o b u f f e r b y s u b m e r g i n g i n t h e s o l u t i o n a n d a g i t a t i n g s l i gh t l y .

3 3
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2 4 3 S t a i n i n g

A n t i b o d i e s s p e c i f i c t o 1 - n a p h t h y l a n d 2 - n a p h t h y l - m o d i fi e d k e r a t i n - 1 (K l ) a n d k e r a t i n - 1 0 (K I O)

p r o t e i n s (K a n g
- S i c k e l e t a l . , 2 0 0 8 ) a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 9 5 5 [i g / m L f o r 1 - n a p ht h y l - K l ( I N K l ) ,

5 3 9 |i g /m L f o r 2 - n a p h t h y l - K l (2N K 1) ,
6 4 4 |i g /m L f o r 1- n a p h t h y l - K l O ( I N K I O), a n d 7 0 9 [i g /m L

f o r 2 - n a p h t h y l - K l O (2 N K 1 0) w e r e e a c h d i l u t e d t o a c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 |j g / m L w i t h 1% B SA .

T h e I N K l , I N K 10 ,
2 N K 1

, a n d 2 N K 10 a n t i b o d i e s ( 1 0 0 ^ L ; 5 0 n g / m L ) w e r e a p p l i e d t o e a c h

t i s s u e s e c t i o n
,
t h e s l i d e s w e r e c a r e f u l l y d r i e d w i t h a K im w i p e (K im b e r l y - C l a r k

®
) t o a v o i d f u r t h e r

d i l u t i o n o f t h e a n t i b o d y a ft e r i n t r o d u c t i o n t o t h e s l i d e s , a ft e r w h i c h t h e s l i d e s w e r e i n c u b a t e d f o r

1 h a t r o o m t e m p e r a t u r e . E a c h s l i d e w a s t h e n r i n s e d w i t h D A K O a u t o b u f f e r b y t r a n s f e r p i p e t t e

p r i o r t o s u b m e r g i n g i n D A K O a u t o b u f f e r t o a v o i d c o n t a m i n a t i o n o f t h e r i n s e s o l u t i o n . T h e

s e c o n d a r y a n t i b o dy , g o a t a n t i - r a b b i t i m m u n o g l o b u l i n G (I g G ; A l e x a F l o u r 4 8 8 ; I n v i t r o g e n ,

E u g e n e
,
O R ) w a s d i l u t e d t o a c o n c e n t r a t i o n o f 4 0 |i g /m L f r o m t h e s t o c k (2 m g/m L ) w i t h 9 80 m L

o f 1% B SA a n d 2 0 [i L o f s t o c k . T h e s e c o n d a r y a n t i b o dy w a s a p p l i e d t o e a c h s l i d e s e c t i o n a t a

v o l u m e o f 1 0 0 |a L a n d i n c u b a t e d i n t h e b l o c k i n g /s t a i n i n g c h a m b e r f o r 1 h a t r o o m t e m p e r a t u r e .

E a c h s l i d e w a s t h e n s u b m e r g e d i n p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S ; M e d i a t e c h I n c , M a n a s s e s ,

V A ) , t h r e e t im e s f o r 5 m i n , t h e s l i d e s w e r e d i p p e d in a n d o u t o f t h e P B S t o a g i t a t e . T h e e d g e s o f

e a c h s l i d e w e r e dr i e d w i t h a K im w i p e a n d s l i d e s p l a c e d i n t h e d a r k (b l o c k i n g / s t a i n i n g c h a m b e r ) .

2
. 4 .

4 C o v e r s l i p p i n g a n d P h o t o g r a p h y

T h e s e c t i o n s o f a t i s s u e w e r e c o v e r s l i p p e d b y a p p l y i n g o n e d r o p (a p p r o x im a t e l y 2 5 |a L ) o f

V e c t a s h i e l d h a r d - m o u n t i n g m e d i u m w i t h 4
'

,
6 - d i a m i d i n o - 2 -

p h e n y l i n d o l e (D A P I ) (V e c t o r

L a b o r a t o r i e s
,
B u r l i n g a m e , C A ) t o t h e s e c t i o n . T h e c o v e r s l i p w a s t h e n c a r e f u l l y p l a c e d o v e r t h e
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s e c t i o n a n d p l a c e d b a c k i n t h e b l o c k i n g / s t a i n i n g c h a m b e r . A ft e r t h e m o u n t i n g m e d i u m b e g a n t o

s e t
,
t h e e d g e s o f t h e c o v e r s l i p s w e r e c o a t e d w i t h n a i l p o l i s h t o o c c l u d e f r o m a i r .

T h e s l i d e s w e r e o b s e r v e d a ft e r t h e s t a i n i n g p r o c e s s u n d e r t h e i n v e r s e m i c r o s c o p e

(O l y m p u s 1X 7 0 ) f i t t e d w it h a So n y D X C - s 5 0 0 c a m e r a . T h e n a p h t h o l a d d u c t s t h a t w e r e t a g g e d

w i t h t h e A l e x a F l o u r 4 8 8 s e c o n d a r y a n t i b o d i e s w e r e fi l t e r e d u s i n g t h e fl u o r e s c e i n i s o t h i o c y a n a t e

(F I T C ) fl u o r e s c e n t fi lt e r a n d t h e c e l l n u c l e i s t a i n e d w i t h D A P I w e r e o b s e r v e d w i t h t h e D A P I

fi l t e r . T h e t w o im a g e s w e r e t h e n o v e r l a y e d t o c r e a t e a c o m p o s i t e o f t h e t w o im a g e s

3 5
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C H A P T E R I I I

R E SU L T S

3 . 1 A n a l y s i s o f N a p h t h a l e n e a n d I t s M e t a b o l i t e s

3 1 1 L C - M S / M S M e t h o d

T h e L C - M S/M S m e t h o d d e v e l o p e d p r o v i d e s g o o d s e n s i t i v i t y a n d l i n e a r i t y a m o n g n a p h t h a l e n e

a n d i t s m e t a b o l i t e s 1 - N A P
,
2 - N A P

,
1

,
2 - D H N / 1

,
2 - N Q ,

a n d 2
,
6 - D H N / 2

,
6 - N Q T h e l im i t o f

q u a n t i f i c a t i o n (L O Q),
s i g n a l t o n o i s e r a t i o (S/ N ) ,

c o e f f i c i e n t o f d e t e r m i n a t i o n (R ) , a n d r e t e n t i o n

t i m e s f o r t h e s e c o m p o u n d s a r e p r e s e n t e d i n T a b l e 2 .
T h e R

^
v a l u e i s g i v e n w i t h a n d w i t h o u t t h e

u s e o f [
' '
C Jn a p h t h a l e n e a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d B o t h 1 - N A P a n d 2 - N A P

,
a s w e l l a s 1

,
2 -

D H N / 1
,
2 - N Q ,

a n d 2
,
6 - D H N / 2

,
6 - N Q s h a r e t h e s a m e m o l e c u l a r w e i g h t s a n d f r a g m e n t a t i o n

p a t t e r n s a n d c o u l d n o t b e i d e n t i f i e d b y m a s s a l o n e . H o w e v e r
,
t h i s m e t h o d p r o v i d e s a g o o d

c hr o m a t o g r a p h i c r e s o l u t i o n b e t w e e n t h e m e t a b o l i t e s m a k i n g i d e n t i f i c a t i o n p o s s i b l e (F i g u r e 2 ) ,

e x c e p t i n t h e c a s e o f t h e h y d r o x y l n a p h t h a l e n e s a n d q u i n o n e s . I t w a s o b s e r v e d t h a t t h e h y d r o x y l

n a p h t h a l e n e s a r e o x i d i z e d t o q u in o n e s a n d t h e r e f o r e a r e i n d i s t i n g u i s h a b l e . F o r e x a m p l e 1 , 2 -

D H N s h a r e s t h e s a m e f r a g m e n t a t i o n p a t t e r n a s 1
,
2 - N Q .

T a b l e 2 . St a n d a r d s A n a l y z e d b y L C - M S /M S w i t h A P P I .

N a p h t h a l e n e 1 - N A P 2 - N A P
1

,
2 - D H N / 2

,
6 - D H N /

1
,
2 - N Q 2 , 6 - N Q

L i m it o f Qu a n t if i c a t i o n ( n g / m L )
S ig n a l t o N o i s e R a t i o ( S/N )
R

^
w it h o u t I n t e r n a l S t a n d a r d

R
"

w i t h I n t e r n a l S t a n d a r d

R e t e n t i o n T i m e (m i n )

0 . 0 8 2

96

0 .
9 9 0 9

0 9 9 77

8 0 7

0 . 0 0 6

84

0 9 870

0 9 99 2

5 3 2

0 . 0 0 7

8 6

0 . 9 9 17

0 9 9 9 6

4 . 9 2

0 . 0 0 7

15

0 992 0

0 99 92

2 17

0 .
0 0 5

10 8

0 9 9 17

N A

2 . 5 2

N A =
n o t a n a l y z e d
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1 0 0
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6 0 -
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4 0 -

3 0

20 -

1 0 -

1 ^ < l i h >* ln n > M i p l i l l u W« c

M s j U ft
t ^ j n i i p h i t w Ĵ T v

n a t
i t i l lu k t w

2 h >̂ l f w « y i u p te M t

^

H

[u Tii n jl ii | Bi p p(r] u i

|
i l ] | M l [ U i | i i i |j l Tjriii H l ^0 m | i i i | i » | l i i | i i i |i i i |i u | i i i | i i n n i | i i i | i ' i l i '

4 5 6

T i m e (n fMn j

M e t a b o l i t e

F r a g m e n t s (M W ):
9 1

1 1 7

1 2 7

N a p h t h a le n e

F r a g m e n t s ( M W ):
7 9

1 0 3

F i g u r e 2 . T h e c h r o m a t o g r a m o f n a p h t h a l e n e a n d i t s t h r e e m e t a b o l i t e s i n s p i k e d m e d i a
a f t e r M e t h o d 4 SP E e x t r a c t i o n .

3 1 . 2 Pu r i f i c a t i o n a n d C o n c e n t r a t i o n o f M e d i a Sa m p l e s

3 . 1 . 2 .
1 E t h y l A c e t a t e E x t r a c t i o n

M e t h o d s 1 a n d 2 d i d n o t p r o v e s u c c e s s f u l d u e t o p o o r r e c o v e r y o f n a p h t h a l e n e a n d i t s

m e t a b o l i t e s f r o m t h e m e d i a (T a b l e 3) . M e t h o d 2
,
a m o d i f i c a t i o n o f M e t h o d 1 b y e l im i n a t i o n o f

e x c e s s i v e g l a s s w a r e a n d s o l u t i o n t r a n s f e r s , h a d l e s s v a r i a b i l i t y t h a n M e t h o d 1 b u t y i e l d e d n o

o v e r a l l im p r o v e m e n t i n r e c o v e r y . T h e p o o r r e c o v e r y i n b o t h m e t h o d s i n d i c a t e d t h a t e t h y l a c e t a t e

i s n o t a s u it a b l e s o l v e n t f o r e x t r a c t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s . T h i s m a y b e d u e t o t h e

l a r g e v o l u m e n e e d e d f o r t h e e x t r a c t i o n
, w h i c h t r a n s l a t e s t o l o n g e r c o n c e n t r a t i o n t im e a n d

p o t e n t i a l l o s s e s o f c o m p o u n d s d u e t o e v a p o r a t i o n .
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A s i g n i f i c a n t l o s s o f t h e c o m p o u n d s d u r i n g t h e s a m p l e c o n c e n t r a t i o n p r o c e s s w a s

o b s e r v e d , w h i c h i n c l u d e d e v a p o r a t i o n u n d e r n i t r o g e n s t r e a m a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d

c e n t r i f u g a t i o n i n t h e s p e e d v a c u u m (T a b l e 4 ) . S i n c e c o n s i d e r a b l e d i f f e r e n c e s i n r e c o v e r y w e r e

o b s e r v e d b e t w e e n t h e c o m p o u n d s
,
t h e p o o r r e c o v e r i e s a r e m o r e l i k e l y d u e t o t h e i r m a t e

p r o p e r t i e s o f t h e i n d i v i d u a l c o m p o u n d s t h a n s y s t e m a t i c l o s s e s o f t h e w h o l e s a m p l e s d u r i n g

s a m p l e p r o c e s s i n g . F o r e x a m p l e , t h e s e c o m p o u n d s c a n h a v e d i f f e r e n c e s i n v o l a t i l i t y a n d/ o r

p a r t i t i o n i n g i n t o e t h y l a c e t a t e . T o d e m o n s t r a t e t h e l o s s o f a n a l y t e d u r i n g t h e c o n c e n t r a t i o n

p r o c e s s
,
t h e a n a l y t e s w e r e s p i k e d d i r e c t l y i n t o m e t h a n o l a n d e t h y l a c e t a t e a n d t h e s a m p l e s w e r e

c o n c e n t r a t e d u n d e r n i t r o g e n s t r e a m
,

a s w e l l a s b y s p e e d v a c u u m i n b o t h m e t h a n o l a n d e t h y l

a c e t a t e .
T h e s e r e c o v e r i e s w e r e c o n s i s t e n t w i t h t h e r e c o v e r i e s o b s e r v e d i n M e t h o d 2 (T a b l e 3 ) .

T a b l e 3 .
R e c o v e r y (% ) o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s f r o m s p i k e d m e d i a u s i n g t h e

d i f f e r e n t e x t r a c t i o n m e t h o d s .

M e t h o d N a p h t h a l e n e 1 - N A P 2 - N A P
1 ,
2 - D H N / 2

, 6 - D H N /

1 , 2 - N Q 2
,
6 - N Q

E t h y l A c e t a t e (M e t h o d 1)
E t h y l A c e t a t e (M e t h o d 2 )
S PE (M e t h o d 3 )
S PE (M e t h o d 4 )

12 . 6 ± 16 .
5 5 6 .

1 ± 14 . 1 12 . 6 ± 13 . 7

2 5 4 ± 26 2 4 0 6 ± 3 7 4 1 4 ± 3 6 5 6 5 ± 34 2 2 2 1 ± 17 . 1

6 4 . 0 3 0 . 9 3 6 5 114 . 8 1 00 . 9

7 7 3 ± 1 4 8 1 8 ± 0 6 89 0 ± 1 4 83 1 ± 5 6 N A

SPE s o l i d p h a s e e x t r a c t i o n

N A = n o t a n a l y z e d

T a b l e 4 . R e c o v e r y (V o ) o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s d u r i n g s a m p l e c o n c e n t r a t i o n

M e t h o d N a p h t h a l e n e 1 - N A P 2 - N A P
1

,
2 - D H N / 2

,
6 - D H N /

1
,
2 - N Q 2

,
6 - N Q

M e t h a n o l (R T )
M e t h a n o l (S V )
E t h y l A c e t a t e (S V )

3 5 . 9 ± 4 . 6 2 8 . 6 ± 1
. 7 3 2 . 4 ± 3 . 7 5 1 . 8 ± 4 . 4 5 3 . 9 ± 3 . 0

5 8 . 7 ± 8 7 17 6 ± 2 0 18 3 ± 1 8 4 3 6 ± 3 0 9 1 0 ± 10 3
20 2 ± 10 6 5 7 ± 9 2 15 2 ± 3 2 3 6 . 6 ± 13 . 2 9 3 . 1 ± 1 0 . 6

R T r o o m t e m p e r a t u r e ; S V s p e e d v a c u u m
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3 . 1 . 2 . 2 S o l i d P h a s e E x t r a c t i o n

A s a n a l t e r n a t i v e t o e x t r a c t i o n b y e t h y l a c e t a t e a n d c o n c e n t r a t i o n w i t h m e t h a n o l a n d e t h y l

a c e t a t e
,
S P E w a s u s e d t o e l im i n a t e t h e s a l t s a n d p o l a r c h e m i c a l s i n t h e m e d i a b e f o r e a n a l y s i s b y

L C - M S/ M S .
M e t h o d s 3 a n d 4 p r o v i d e d b e t t e r r e c o v e r y f o r n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s t h a n

t h e s o l v e n t e x t r a c t i o n i n M e t h o d s 1 a n d 2 ( T a b l e 3 ) . M e t h o d 3 w a s a i m e d t o e l u t e n a p h t h a l e n e

a n d i t s m e t a b o l i t e s i n o n e s m a l l v o l u m e t o o b t a i n a s u f f i c i e n t l y h i g h c o n c e n t r a t i o n f o r g r e a t e r

s e n s i t i v i t y i n L C - M S/ M S a n a l y s i s . T h i s d i s t r i b u t i o n i s s h o w n i n T a b l e 5

T a b l e 5 . R e c o v e r y (f i g ) o f n a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s b y f r a c t i o n u s i n g S P E M e t h o d 3 .

F r a c t i o n N a p h t h a l e n e
'

1 - N A P 2 - N A P

1

2

3

4
5

6

A v e r a g e

Pe r c e n t

R e c o v e r e d

1 . 4 1 9
'

0 5 1 3
'

1 . 9 13

4 949

3 . 0 8 0

1 374

13 2 4 8

64 0

0 . 0 0 0

0 00 0

0 89 2

1 0 7 1

0 . 5 3 1

0 163

2 . 6 5 7

3 0 . 9

0 . 0 0 0

0 0 36

1 . 3 8 1

1 4 4 9

0 662

0 18 7

3 7 15

3 6 . 5

1
,
2 - D H N / 1

,
2 - N Q

0 . 0 0 0

2 186

3 . 4 2 6

2 . 19 5

0 . 7 2 3

0 13 4

8 . 6 6 4

114 8

2
,
6 - D H N /2

,
6 - N Q

0 . 0 6 3

8 27 7

4 . 5 0 2

0 9 72

0 . 13 0

0 00 3

13 . 9 4 6

100 . 9

N a p h t h a l e n e m e a s u r e d i n f r a c t i o n s 1 a n d 2 m a y b e d u e t o r e s i d u a l le ft f r o m t h e p r e v io u s c l e a n - u p
p r o c e d u r e

T h e s e e l u t i o n p r o fi l e s p r o v i d e i n s i g h t i n t o t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e f r a c t i o n s c o l l e c t e d a n d

h o w t h e v o l u m e s c o u l d b e a l t e r e d t o m a x im i z e t h e c o n c e n t r a t i o n o f n a p h t h a l e n e a n d t h e

m e t a b o l i t e s 1 - N A P
,
2 - N A P

,
1

,
2 - D H N

,
a n d 2

, 6 - D H N . T h e s u m o f t h e f r a c t i o n s i n T a b l e 5 w a s

u s e d t o c a l c u l a t e t h e o v e r a l l r e c o v e r y u s i n g M e t h o d 3 (T a b l e 3 ) .

T h e u s i n g o f t h e i n t e r n a l s t a n d a r d [
' ^
CJn a p h t h a l e n e p r o v i d e d i n c r e a s e d l i n e a r i t y a n d a

m e a n s t o n o r m a l i z e s a m p l e l o s s e s d u r i n g t h e e x t r a c t i o n p r o c e s s N a p h t h a l e n e e l u t e d f r o m t h e

S P E c o l u m n i d e n t i c a l l y t o [
' ^
C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d (T a b l e 6 ) . H o w e v e r

,
t h e s l i g h t l y

d i f f e r e n t e l u t i o n p r o f i l e s o f n a p h t h a l e n e f r o m i t s m e t a b o l i t e s d i d n o t p r o v i d e a n a c c u r a t e m e a n s
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t o q u a n t i fy t h e n a p h th a l e n e m e t a b o l i t e s w h e n s e p a r a t e d b y SP E (d a t a n o t s h o w n ) . A n a l y s i s o f 1-

N A P
,
2 - N A P

,
a n d 1 , 2 - D H N r e c o v e r y w a s n o t f e a s i b l e b e c a u s e o f t h e i r p a r t i a l e l u t i o n d u r i n g t h e

m e t h a n o l w a s h . T h i s c a u s e d s i g n i f i c a n t b i a s i n t h e r a t i o o f t h e [ C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l

s t a n d a r d a n d t h e m e t a b o l i t e l e v e l .

T a b l e 6 . R e c o v e r y o f n a p h t h a l e n e f r o m s p i k e d t i s s u e c u l t u r e m e d i a (2 m L ) u s i n g
r l 3
[ C Jn a p h t h a l e n e a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d .

S a m p l e S p i k e

1

2

3

A v e r a g e

S t a n d a r d D e v ia t io n

R e c o v e r e d (^ .g )

2 . 0 1

2 . 0 4

2 . 0 1

0 . 0 3

P e r c e n t R e c o v e r e d

1 00 . 6 3

3 . 1 . 3 L C - M S/ M S A n a l y s i s o f t h e Sa m p l e s

3 . 1 . 3 . 1
.
E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10 M e d i a

N a p h t h a l e n e w a s o b s e r v e d t o b e p r e s e n t i n t h e t i s s u e c u l t u r e m e d i a c o l l e c t e d f r o m t h e w e l l s o f

e x p o s e d E T F - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s (T a b l e 7 a n d F i g u r e 3 ) . T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e t h a t r e a c h e d

t h e m e d i a i n c r e a s e d o v e r t i m e w i t h r e s p e c t t o t h e e x p o s u r e c o n c e n t r a t i o n a n d t h e n u m b e r o f d a y s

a ft e r n a p h t h a l e n e w a s a p p l i e d (T a b l e 7 ) . T h e p e r c e n t a g e o f n a p h t h a l e n e r e c o v e r e d i n t h e m e d i a

i s s h o w n i n T a b l e 9 . T h e d a t a p r e s e n t e d i s c a l c u l a t e d t o s h o w t h e t o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e

p r e s e n t i n e a c h m e d i a s a m p l e ( ^ g ) . T h e s u m o f n a p h t h a l e n e c o l l e c t e d o v e r t h e 5 - d a y e x p o s u r e

p e r i o d f o r t h e 1
,
2 5 0

,
6

,
2 5 0

,
12

,
5 0 0

,
a n d 3 1

,
2 5 0 n m o l e x p o s u r e s w a s 1 . 1 0 |a g ,

2 . 0 2 \x g ,
5 . 19 |i g ,

a n d 9 . 6 9 \i g ,
r e s p e c t i v e l y .
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%
T a b l e 7 . T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e (j i g ) i n E F T - 4 0 0 m e d i a c o l l e c t e d a f t e r e a c h

n a p h t h a l e n e e x p o s u r e .

D a y /N a p h t h a l e n e D o s e 1
,
2 5 0 n m o l 6

,
2 50 n m o l 1 2

,
5 0 0 n m o l 3 1

,
2 5 0 n m o l

D a y 1

D a y 2

D a y 3

D a y 4

D a y 5

T o t a l

0 0 94

0 0 7 8

0 . 3 1 7

0 3 0 7

0 . 3 0 2

1 09 8

0 . 13 2

0 07 9

0 7 0 7

0 . 5 1 6

0 . 5 8 6

2 02

0 . 5 1 1

0 5 62

1 167

1 0 9 6

1 . 8 5 0

5 . 18 6

1 . 2 17

0 9 84

2 3 82

2 0 42

3 . 0 6 8

9 6 93

1 2 5 u m o i

3

D a y

F i g u r e 3 . T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e ( ^ .g ) m e a s u r e d i n E F T - 4 0 0 m e d i a d u r i n g t h e 5 - d a y

e x p o s u r e p e r i o d (n = 1 f o r e a c h p o i n t ) .

N a p h t h a l e n e w a s o b s e r v e d t o b e p r e s e n t i n t h e t i s s u e c u l t u r e m e d i a c o l l e c t e d f r o m J C B -

1 10 r e c o n s t r u c t s a s s h o w n i n T a b l e 8 a n d F i g u r e 4 . T h e d a t a p r e s e n t e d i s c a l c u l a t e d t o s h o w t h e

t o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e (|i g ) p r e s e n t i n e a c h s a m p l e Sim i l a r t o t h e E F T - 4 0 0
,

t h e

c o n c e n t r a t i o n s o f n a p h t h a l e n e i n J C B - 1 10 t r e n d p o s i t i v e l y o v e r t im e w i t h r e s p e c t t o a l l e x p o s u r e

c o n c e n t r a t i o n s T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e m e a s u r e d i n t h e m e d i a c o l l e c t e d d a i l y w a s s im i l a r

b e t w e e n E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s (T a b l e 8) .
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T a b l e 8 . T o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e r e c o v e r e d (n g ) i n E r T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10 m e d i a a f t e r

e x p o s u r e t o 3 1 ,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e t h r e e t i m e s e v e r y o t h e r d a y .

D a y

D a y 1

D a y 2

D a y 3

D a y 4

D a y 5

T o t a l

E F T - 4 0 0

1
.
2 1 7

0 9 84

2 3 82

2 04 2

3 . 0 6 8

9 69 3

J C B - 1 10

. 2 7 5

2 20 8

2 0 3

2 . 9 8 5

9 5 16

JCB - 1 1 0

EFT - 4 0 0

0 1 2 3 4 5 6

Da y

F i g u r e 4 . T h e t o t a l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e ( ^ .g ) m e a s u r e d i n E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10

r e c o n s t r u c t s d u r i n g t h e 5 - d a y e x p o s u r e p e r i o d (n = 1 f o r e a c h p o i n t ) .

T h e p o o l e d E F T - 4 0 0 m e d i a s a m p l e s a l s o i n d i c a t e d a p r e s e n c e o f 1
,
2 - D H N (da t a n o t

s h o w n ) . T h e p e a k a t 2 6 7 m i n i s c o n s i s t e n t w i t h t h e r e t e n t i o n t im e a n d t h e L C - M S/ M S

fr a g m e n t a t i o n p a t t e r n s e e n i n t h e 1 , 2 - D H N s t a n d a r d (F i g u r e 5 ) . T h e p e a k a t 2 6 7 m i n i s n o t

p r e s e n t i n t h e b l a n k m e d i a s a m p l e (F i g u r e 4 ) A v e r y s m a l l a m o u n t o f 1
,
2 - D H N / 1

,
2 - N Q w a s

o b s e r v e d i n t h e m e d i a f r o m t h e i n d i v i d u a l l y s a m p l e d m e d i a H o w e v e r , i t w a s d i f f i c u l t t o

d e t e r m i n e i f t h e p r e s e n c e o f 1
,
2 - D H N w a s i n d e e d 1

,
2 - D H N o r j u s t s o m e o t h e r m a t e r i a l
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a s s o c i a t e d w i t h t h e m e d i a i t s e l f . T h e p o o l e d m a t e r i a l i n d i c a t e d t h a t t h e r e w a s 1
,
2 - D H N

i n t h e m e d i a t h a t w a s a s s o c i a t e d w i t h t h e n a p h t h a l e n e d o s e . T h e a m o u n t o f 1
,
2 - D H N i n t h e

p o o l e d 3 1
,
2 5 0 n m o l d o s e m e d i a s a m p l e w a s e s t i m a t e d t o b e 0 . 5 6 |i g a n d 0 . 6 % o f t h e a p p l i e d

d o s e .

Po o l e d M e d i a 3 1
,
2 5 0

2 - d i h y d r o x y n a p ht a a l e n e

n ^ h t h a l e n e X

P o o l e d B la n k M e d ib

F i g u r e 5 . Sp e c t r a (F r a g m e n t s M W 10 5
,
1 1 5

,
13 3 ) o f a p o o l e d m e d i a s a m p l e c o l l e c t e d f r o m

t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t e x p o s e d t o 3 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e .

E a c h o f t h e t h r e e r e p l i c a t e s a m p l e s o f t h e p o o l e d m e d i a f r o m t h e J B C - 10 0 r e c o n s t r u c t s h a d a n

a v e r a g e r e c o v e r e d n a p h t h a l e n e a m o u n t o f 3 . 9 9 |j g a n d 0 . 0 6 |i g o f 1 , 2 - D H N . N o o t h e r

m e t a b o l i t e s w e r e m e a s u r e d i n t h e s e p o o l e d m e d i a s a m p l e s . T h i s a n a l y s i s w a s a l s o p e r f o r m e d

u s i n g o n e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t e x p o s e d t o 3 1 , 2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e t h a t s h o w e d a r e c o v e r y

o f 6 . 7 5 |a g o f n a p h t h a l e n e a n d 0 . 56 |j g o f 1
,
2 - D H N .
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•

«

•

3 . 1 . 3 . 2 E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10 R e c o n s t r u c t s

N o n a p h t h a l e n e o r i t s m e t a b o l i t e s w e r e o b s e r v e d i n t h e d e r m i s o r e p i de rm i s o f t h e e x p o s e d E F T -

4 0 0 r e c o n s t r u c t s F u r t h e r , t h e [ C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d c o u l d n o t b e r e c o v e r e d

c o n s i s t e n t l y f r o m t h e s e r e c o n s t r u c t s . T h e b e s t r e c o v e r y o f t h e [
' '
C Jn a p h t h a l e n e i n t e r n a l s t a n d a r d

w a s a f t e r t h e d e rm i s h a d b e e n d i s s o l v e d i n t o a s o l u t i o n o f c o U a g e n a s e , c e l l - l y s i s r e a g e n t , a n d

t h e n e x p o s e d t o e t h y l a c e t a t e f o r o n e w e e k N a p h t h a l e n e a n d i t s m e t a b o l i t e s c o u l d p o t e n t i a l l y b e

a s s o c i a t e d w i t h t h e c e l l m e m br a n e , c o l l a g e n , o r o t h e r l ip o p h i l i c r e g i o n s o f t h e d e rm i s a n d

e p i d e r m i s a n d
,
t h u s

,
u n a v a i l a b l e f o r e x t r a c t i o n f r o m t h e t i s s u e s .

3 1 3 . 3 S k i n R e c o n s t r u c t Su p p o r t M e m b r a n e

A n a v e r a g e o f 3 2 8 \x g o f n a p h t h a l e n e w a s r e c o v e r e d f r o m t h e p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e s t h a t

s u p p o r t e d t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s . T h a t a m o u n t o f n a p h t h a l e n e w a s m o r e t h a n w h a t w a s

m e a s u r e d i n t h e m e d i a a t t h e 6 ,
2 5 0 n m o l d o s e l e v e l .

3 . 1 . 3 .
4 Su m m a r y o f N a p h t h a l e n e D i sp o s i t i o n

N a p h t h a l e n e w a s o b s e r v e d t o b e p r e s e n t o n l y i n s m a l l a m o u n t s i n t h e m e d i a a n d t h e s u p p o r t

m e m b r a n e . T h e s e r e s u l t s a r e s u mm a r i z e d i n T a b l e 9 a s t h e p e r c e n t o f a p p l i e d n a p h t h a l e n e t h a t

w a s d e t e c t e d b y L C - M S/M S .

4 4
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t
T a b l e 9 . T h e p e r c e n t o f n a p h t h a l e n e i n t h e m e d i a c o l l e c t e d o v e r t h e 5 d a y s o f e x p o s u r e t o

n a p h t h a l e n e f r o m t h e E F T - 4 0 0 o r J C B - 1 10 w e l l s .

T o t a l A p p l i e d

N a p h t h a l e n e o v e r

5 D a y s ( n m o l )

J C B - 1 10

M e d i a
'

E F T - 4 00

M e d i a
'

J C B - 1 10 M e d i a

P o o l e d O v e r 5

D a y s a n d

L y o p h i l i z e d

E F T - 4 0 0 M e d i a

P o o l e d O v e r 5

D a y s a n d

L y o p h i l iz e d

E F T - 4 0 0

M e m b r a n e

3 , 7 5 0

18 , 7 5 0

3 7
,
5 0 0

9 3
,
7 5 0

N A

N A

0 . 0 8

0 . 2 3

0 0 8

0 . 1 1

0 0 8

N A

N A

N A

0 03

N A

N A

0 0 6

N A

0 14

N A

N A

N A = n o t a n a l y z e d
'
T h e m e d i a s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d a n d a n a l y z e d i n d i v i d u a l l y i n d a y s 1 - 6 .

3 . 2 I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y

O b s e r v a t i o n s o f E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s i l l u s t r a t e s a d o s e r e s p o n s e i n r e l a t i o n t o a l l f o u r n a p h t h y l -

k e r a t i n a d d u c t s ( I N K l
,
I N K I O

,
2 N K 1

,
a n d 2 N K 10 ) . T h i s r e s p o n s e i s s h o w n b e l o w f o r t h e

2N K 1 a n d 2N K 10 t r e a t e d r e c o n s t r u c t s (F i g u r e s 6 a n d 7 ) T h e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t m e t a b o l i s m

t a k e s p l a c e w i t h i n t h e s k i n r e c o n s t r u c t s a n d t h a t t h e m e t a b o l i t e s 1 - N A P a n d 2 - N A P d i d n o t

e f f lu x t h r o u g h t h e s k i n a n d i n t o t h e m e d i a . I n s t e a d
,
t h e s e m e t a b o l i t e s w e r e a d d u c t e d t o k e r a t i n

p r o t e i n s .

4 5
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• N o T r e a t m e n t
,

2 N K 1
,
E FT - 4 0 0

A c e t o n e
,
2 N K 1

,

E FT - 4 0 0

1
,
2 5 0 n m o l, 2 N K l ,

E FT - 4 0 0

6
,
2 5 0 n m o l

,
2 N K l

,

E FT - 4 0 0

1 2 , 5 0 0 n m o l, 2 N K 1 ,

EFT - 4 0 0

3 1
, 5 0 0 n m o l, 2 N K 1 ,

E FT - 4 0 0

%

F ig u r e 6 . A d o s e - r e l a t e d i n c r e a s e i n d e t e c t a b l e 2 N K 1 a d d u c t l e v e l s w a s o b s e r v e d i n t h e

e p i d e r m i s , b u t n o t i n t h e d e r m i s o f M a t T e k E F T - 4 0 0 s k i n r e c o n s t r u c t s
,

a f t e r

t h r e e t o p i c a l e x p o s u r e s t o n a p h t h a l e n e (e v e r y o t h e r d a y ) . A n t i - 2 N K l - g r e e n

(A l e x a F l u o r 4 8 8 ) ; n u c l e a r D N A - b l u e (D A P - 1) .

4 6
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• N o T r e a t m e n t ,

2 N K i a E FT - 4 0 0

A c e t o n e
,
2 N K 1 0 ,

E FT - 4 0 0

1
,
2 5 0 n m o l

,
2 N K 1 0

,

E FT - 4 0 0

6
,
2 5 0 n m o l

,
2 N K 1 0

,

EFT - 4 0 0

1 2
,
5 0 0 n m o l

,

2 N K 1 0
,
E FT - 4 0 0

3 1 , 5 0 0 n m o l
,

2 N K 1 0 ,
E FT - 4 0 0

%

F ig u r e 7 . A d o s e - r e l a t e d i n c r e a s e i n d e t e c t a b l e 2 N K 10 a d d u c t l e v e l s w a s o b s e r v e d i n t h e

e p i d e r m i s
,
b u t n o t i n t h e d e r m i s o f E F T - 4 0 0 s k i n r e c o n s t r u c t s

,
a f t e r t h r e e t o p i c a l

e x p o s u r e s t o n a p h t h a l e n e (e v e r y o t h e r d a y ) . A n t i - 2 N K 10 -

g r e e n (A l e x a F l u o r

4 8 8 ) ; n u c l e a r D N A - b l u e (D A P - 1 ) .

T h e JC B - 1 10 a n d E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s w e r e s t a i n e d s im u l t a n e o u s l y a n d p h o t o g r a p h s

w e r e t a k e n o n t h e s a m e d a y t o l im i t f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y v a r i a t i o n b e t w e e n e x p e r im e n t s c a u s e d

b y fl u o r e s c e n c e q u e n c h i n g o v e r t im e . T h r e e d o s e l e v e l s w e r e o b s e r v e d i n t h i s w a y a n d a r e

p r e s e n t e d i n F i g u r e s 8 (n o t r e a t m e n t ) , 9 ( 1 ,
2 5 0 n m o l ) ,

a n d 10 (3 1 ,
2 5 0 n m o l) . A n t i b o d i e s f o r

I N I K a n d 2N 1K w e r e u s e d i n t h i s e x a m i n a t i o n . A d o s e - r e s p o n s e c a n b e c l e a r l y s e e n w i t h i n t h e

E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s (F i g u r e s 6 a n d 7 ) T h e n u m b e r o f c e l l s o b s e r v e d i n t h e d e r m i s

( fi b r o b l a s t s ) o f t h e JCB - 1 10 c o m p a r e d t o t h e E F T - 4 0 0 a r e m o r e c o n c e n t r a t e d w h i l e t h e t h i c k n e s s
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§
o f t h e d e r m i s i s t h i n n e r in t h e JC B - 1 10 . T h e s t r a t u m c o m e u m o f t h e J C B - 1 10 a p p e a r s t o b e l e s s

u n i f o r m t h a n t h e s t r a t u m c o m e u m o f t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s T h e u n i f o r m i t y o f t h e J C B - 1 10

s t r a t u m c o m e u m i s l e s s a p p a r e n t i n t h e n o t r e a t m e n t p h o t o g r a p h s (F i g u r e 8 ) , a n d b e g i n s t o

b e c o m e t h i n n e r a n d m o r e v a r i a b l e i n t h e 3 1
,
2 5 0 n m o l e x p o s u r e l e v e l (F i g u r e 10 ) . T h e

d i s t i n c t i o n b e t w e e n t h e b a s a l c e l l s a n d t h e s p i n o u s k e r a t i n o c y t e s a l s o b e c o m e s l e s s p r e c i s e i n t h e

JC B - 1 10 a s t h e d o s e l e v e l i n c r e a s e s . T h u s , t h e t o x i c i t y o f n a p h t h a l e n e i s r e fl e c t e d b y t h e

m o r p h o l o g i c a l c h a n g e s i n t h e s k i n s t r u c t u r e .

%

N o t r e a t m e n t
,

I N K l , JC B - 1 1 0

N o t r e a t m e n t

I N K l
,
E FT - 4 0 0

N o t r e a t m e n t
,

2 N K 1
,
J CB - 1 1 0

N o t r e a t m e n t
,

2 N K 1
,
E FT - 4 0 0

F i g u r e s . U n e x p o s e d J C B - 1 1 0 (l e f t ) a n d E F T - 4 0 0 (r i g h t ) r e c o n s t r u c t s d o n o t s h o w a n y

I N K l a n d 2 N K l - a d d u c t s . J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s c o n t a i n m o r e c o m p a c t

H b r o b l a s t s c o m p a r e d t o t h e d i s p e r s i o n o f f i b r o b l a s t s s e e n i n t h e d e r m i s o f t h e

E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s . T h e e p i d e r m i s a n d d e r m i s a r e m o r e d e f i n e d i n t h e E F T -

4 0 0 r e c o n s t r u c t s .
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•
1

,
2 5 0 n m o l

,

I N K l
,
JC B - 1 1 0

1
,
2 5 0 n m o l

,

I N K l
,
E FT - 4 0 0

1
,
2 5 0 n m o l

,

2 N K 1
,
JC B- 1 1 0

1
,
2 5 0 n m o l

,

2 N K 1
,
EFT - 4 0 0

F i g u r e 9 . J C B - 1 10 (l e f t ) a n d E F T - 4 0 0 (r i g h t ) r e c o n s t r u c t s e x p o s e d t o 1
,
2 5 0 n m o l o f

n a p h t h a l e n e s h o w e d s o m e I N K l - a n d 2 N K l - a d d u c t s (g r e e n ) . A t t h i s d o s e l e v e l
,

t h e I N K l - a n d 2 N K l - a d d u c t s a r e p r e s e n t i n t h e b a s a l l a y e r o f t h e e p i d e r m i s

w e r e v i a b l e k e r a t i n o c y t e s a r e p r e s e n t , b u t n o t i n t h e s t r a t u m c o r n e u m .

4 9
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• 3 1
,
2 5 0 n m o l

,

I N K l
,
JC B - 1 1 0

3 1
,
2 5 0 n m o l

,

I N K l E FT - 4 0 0

%

3 1
,
2 5 0 n m o l

,

2 N K 1 , JC B - 1 1 0

3 1 , 2 5 0 n m o l,

2 N K 1
,
E FT - 4 0 0

F i g u r e 1 0 . J C B - 1 10 (l e f t ) a n d E F T - 4 0 0 (r i g h t ) r e c o n s t r u c t s e x p o s e d t o 3 1 , 2 5 0 n m o l o f

n a p h t h a l e n e s h o w e d I N K l - a n d 2 N K l - a d d u c t s (g r e e n ) t h r o u g h o u t t h e

e p i d e r m i s i n c l u d i n g t h e s t r a t u m c o r n e u m . T h e d i s t i n c t i o n b e t w e e n t h e b a s a l

c e l l s a n d t h e s p i n o u s k e r a t i n o c y t e s b e c o m e s i m p r e c i s e i n t h e J C B - 1 1 0

r e c o n s t r u c t s .
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CH A P T E R I V

D I SC U S SI O N

A r e v i e w o f t h e p e e r - r e v i e w e d s c i e n t i f i c l i t e r a t u r e r e v e a l e d t h a t c u r r e n t m e t h o d s f o r i n v e s t i g a t i n g

t h e e f f e c t s o f d e r m a l e x p o s u r e a r e o ft e n n o t r e p r e s e n t a t i v e o f h u m a n e x p o s u r e s c e n a r i o s . I n

a d d i t i o n
,
t h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h e s e d i f f e r e n t s t u d i e s a r e d i f f i c u l t t o c o m p a r e d u e t o v a s t l y

d i f f e r e n t m e t h o d o l o g i e s a n d m o d e l s e m p l o y e d b y t h e i n v e s t i g a t o r s (S c h e i b e r e t a l .

,
2 0 0 5 ) . M y

g o a l i n t h i s s t u d y w a s t o d e m o n s t r a t e t h e p o t e n t i a l f o r 3 D h u m a n i n v i t r o s k i n r e c o n s t r u c t s a s a

s u it a b l e m o d e l a n d s u r r o g a t e t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f x e n o b i o t i c e x p o s u r e o n h u m a n s k i n .

T h e a d v a n t a g e s o f u s i n g s k i n r e c o n s t r u c t s a s a m o d e l f o r h u m a n s k i n i s t h a t t h e p h y s i c a l

v a r i a b l e s o f t i s s u e c a n b e c o n t r o l l e d a n d t h e o b t a i n e d r e s u l t s m a y b e m o r e c o m p a r a b l e b e tw e e n

s t u d i e s

T o a c h i e v e t h i s g o a l
,
I b e g a n w i t h s h o w i n g t h a t t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s p e r f o r m e d a s a

b a r r i e r b y im p e d i n g t h e e f f l u x o f n a p h t h a l e n e a n d m e t a b o l i t e s i n t o t h e m e d i a . U s i n g t h e E F T -

4 0 0 r e c o n s t r u c t s
,
I w a s t h e n a b l e t o s h o w t h a t n a p h t h a l e n e w a s b e i n g m e t a b o l i z e d a n d t h a t 1 -

N A P a n d 2 - N A P w e r e b e i n g s e q u e s t e r e d i n t h e e p i d e r m i s b y a d d u c t i o n t o k e r a t i n a n d l e s s t h a n

o n e p e r c e n t o f n a p h t h a l e n e o r n a p h t h a l e n e m e t a b o l i t e e q u i v a l e n t s w e r e f o u n d i n t h e m e d i a . I

t h e n s h o w e d t h a t t h e J C B - 1 1 0 r e c o n s t r u c t s p r e p a r e d i n o u r l a b o r a t o r y p e r f o r m e d i n t h e s im i l a r

m a n n e r a s t h e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s

4 . 1 N a p h t h a l e n e D i s p o s i t i o n

T h i s s e r i e s o f e x p e r im e n t s u s i n g n a p ht h a l e n e t o c h a r a c t e r i z e 3 D hu m a n i n v i t r o s k i n r e c o n s t r u c t s

p r o v i d e s o m e i n t e r e s t i n g r e s u l t s . T h e l im i t e d a m o u n t o f n a p h t h a l e n e a n d 1
,
2 - D H N t h a t w e r e

5 1
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o bs e r v e d i n t h e m e d i a a n d t h e p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e a s w e l l a s t h e p r e s e n c e o f n a p h t h y l -

k e r a t i n a d d u c t s i n t h e e p i d e r m i s s u g g e s t s t h a t t h e e p i d e r m i s s e r v e s a s a b a r r i e r t o n a p h t h a l e n e .

T h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e t h a t w a s p r e s e n t i n t h e p o l y c a r b o n a t e m e m b r a n e ( 0 . 1 4 % ),
r e l a t i v e t o

t h e 0 . 0 8% o f n a p h t h a l e n e f o u n d i n t h e m e d i a a l s o s u g g e s t s t h a t n a p h t h a l e n e m a y a c c u m u l a t e

i n s i d e t h e p l a s t i c w e l l s i n w h i c h t h e s k i n r e c o n s t r u c t s w e r e d o s e d .

4 . 2 I m m u n o h i s t o c h e m i s t r y A s s a y f o r N a p h t h y l
- K e r a t i n A d d u c t s

T h e p r e s e n c e o f n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s i n t h e e p i d e r m i s d e m o n s t r a t e m e t a b o l i s m a n d a

m e c h a n i s m o f e l im i n a t i o n b y d e s q u a m a t i o n . T h e s i g n i f i c a n c e o f t h i s e x p e r im e n t i s t h a t

m e t a b o l i s m o c c u r r e d i n t h e r e c o n s t r u c t s i n d i c a t i n g n o r m a l c e l l s / t i s s u e f u n c t i o n s . I t i s a l s o

im p o r t a n t t o n o t e t h a t n a p h t h o l s t h a t a r e b o u n d t o k e r a t i n w o u l d n o t r e a c h t h e m e d i a (o r s y s t e m i c

c i r c u l a t i o n i n v i v o ) A n i n c r e a s e i n f lu o r e s c e n c e w a s o b s e r v e d i n b o t h th e E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10

r e c o n s t r u c t m o d e l s w i t h r e s p e c t t o t h e n a p h t h a l e n e d o s e a p p l i e d . T h i s d o s e r e s p o n s e s u g g e s t s

t h a t c e l l v i a b i l i t y a n d e n z y m e e x p r e s s i o n a r e n o t b e i n g n e g a t i v e l y im p a c t e d a t t h e e x p o s u r e

l e v e l s o f 1
,
2 5 0

,
6

,
2 5 0

,
a n d 12

,
5 0 0 n m o l . St r u c t u r a l e f f e c t s w e r e o b s e r v e d i n t h e JC B - 1 10

r e c o n s t r u c t s t r e a t e d w i t h 3 1
,
2 5 0 n m o l o f n a p h t h a l e n e T h e u n i f o r m i t y o f t h e JCB - 1 10 s t r a t u m

c o m e u m b e c a m e l e s s d i s t i n c t . T h i s c h a n g e w a s a l s o r e f l e c t e d i n t h e a m o u n t o f n a p h t h y l - k e r a t i n

a d d u c t s o b s e r v e d i n t h e v i a b l e e p i d e r m i s s u g g e s t i n g t h a t t h e v i a b i l i t y o f k e r a t i n o c y t e s i n t h e

b a s a l l a y e r w a s d e c r e a s e d a n d / o r t h e p a t t e r n o f m e t a b o l i s m o f n a p h t h a l e n e t o n a p h t h o l s w a s

c h a n g e d .

5 2
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4 . 3 C o m p a r i s o n o f t h e S k i n R e c o n s t r u c t s

A c o m p a r i s o n o f t h e t w o d i f f e r e n t t y p e s o f s k i n r e c o n s t r u c t s
,
E F T - 4 0 0 a n d J C B - 1 10

, y i e l d e d

n e a r l y i d e n t i c a l r e s u l t s i n b o t h r a t e a n d q u a n t i t y w i t h r e s p e c t t o t h e a m o u n t o f n a ph t h a l e n e t h a t

a b s o r b e d i n t o t i s s u e a n d w a s s u b s e q u e n t l y f o u n d i n t h e m e d i a . T h i s i s a n i n d i c a t i o n t h a t t h e

p r o p e r t i e s o f t h e t i s s u e c o n s t r u c t s a r e v e r y s i m i l a r i n t h e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e a n d o u r i n - h o u s e

m a d e t i s s u e s . T h e o b s e r v e d d o s e r e s p o n s e de m o n s t r a t e s t h e a b i l it y o f t h e e p i d e r m i s i n t h e

r e c o n s t r u c t s t o s e q u e s t e r l a r g e a m o u n t s o f n a p h t h a l e n e . T h e r e w a s n o d o s e r e l a t e d d a m a g e

o b s e r v e d u n t i l t h e 3 1
,
2 5 0 m n o l d o s e r e g im e n . T h e d a m a g e t o t h e e p i d e r m i s a ft e r e x p o s u r e t o t h e

3 1
,
2 50 n m o l d o s e r e g im e n w a s o b s e r v e d o n l y i n t h e J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s .

4 . 4 St u d y L i m i t a t i o n s

I r e c o g n i z e t h a t t h e e x p e r im e n t s c o n d u c t e d i n t h i s s t u dy h a d s o m e l im i t a t i o n s . A q u a n t i t a t i v e

a c c o u n t o f n a p h t h a l e n e d i s t r i b u t i o n w a s n o t p e r f o r m e d .
I n t h i s s t u d y ,

w e d e m o n s t r a t e d t h a t o n l y

a s m a l l a m o u n t o f n a p h t h a l e n e e f f l u x e s t h e r e c o n s t r u c t i n t o t h e m e di a a n d t h a t n a p h t h y l - k e r a t i n

a d d u c t s a r e p r e s e n t i n t h e e p i d e r m i s
,
h o w e v e r w e d o n o t k n o w t h e a m o u n t o f n a p h t h a l e n e t h a t i s

m e t a b o l i z e d a n d s e q u e s t e r e d i n t h i s m a n n e r . W e h a v e n o t a c c o u n t e d f o r t h e p o s s i b l e a d d u c t i o n

t o p r o t e i n s o t h e r t h a n k e r a t i n ,
t h e p o t e n t i a l f o r i n t e r a c t i o n b e t w e e n n a p h t h a l e n e a n d c o l l a g e n i n

t h e d e r m i s
,
o r l o s s e s du e t o e v a p o r a t i o n a n d / o r r e a c t i o n s w i t h p l a s t i c s u r f a c e s .

E n z y m e a c t i v i t y a n d g e n e e x p r e s s i o n h a v e n o t y e t b e e n d e m o n s t r a t e d i n t h e J C B - 1 10

m o d e l a n d h a v e o n l y r e c e n t l y b e e n c h a r a c t e r i z e d i n t h e l i t e r a t u r e f o r c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e

m o d e l s (H u e t a l .

,
2 0 10 ; Ja c k h e t a l .

,
2 0 1 1) . (H u

,
e t a l .

,
2 0 10 ) (J a c k h ,

e t a l
,
2 0 1 1 ) A s s a y s t o

d e t e r m i n e g e n e e x p r e s s i o n a n d e n z y m e a c t i v i t i e s w i l l b e i n c o r p o r a t e d i n t o f u t u r e s t u d i e s u s i n g

3 D s k i n r e c o n s t r u c t s .
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4 . 5 F u t u r e S t u d i e s

A m a s s b a l a n c e s t u d y s h o u l d b e p e r f o r m e d w h e n e v a l u a t i n g s p e c i f i c x e n o b i o t i c s
,

s u c h a s

n a p h t h a l e n e
,
w i t h 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s t o d e t e r m i n e h o w m u c h a n d w h e r e l o s s c a n b e a t t r i b u t e d .

I t i s p o s s i b l e t h a t b o t h l o s s t o t h e p l a s t i c s u r f a c e s d u r i n g d o s i n g a n d e v a p o r a t i o n d u r i n g s a m p l e

p r o c e s s i n g m a y h a v e c o n t r i b u t e d t o t h e o b s e r v e d r e s u l t s . E x p e r im e n t s c o n d u c t e d t o d e t e r m i n e

t h e l o s s d u r i n g t h e c o n c e n t r a t i o n p r o c e s s i n e t h y l a c e t a t e b y n i t r o g e n d e m o n s t r a t e d t h a t > 5 0% o f

t h e s p i k e d n a p h t h a l e n e a m o u n t e v a p o r a t e d . Th e u s e o f a r a d i o l a b e l e d c h e m i c a l c o u l d p r o v i d e

i n s i gh t i n t o w h e r e a n d h o w m u c h c h e m i c a l i s r e t a i n e d i n t h e e p i d e r m i s a n d d e r m i s o f t h e

r e c o n s t r u c t . T h i s i n f o r m a t i o n w o u l d a l l o w th e d e t e rm i n a t i o n o f t h e m o s t im p o r t a n t a r e a s t o

f o c u s o u r e f f o r t s . I f i t i s d e t e r m i n e d t h a t t h e r e i s l i t t l e t o n o c h e m i c a l i n t h e e p i d e r m i s a n d/ o r

d e r m i s
,
t h e n t h e r e w o u l d n o t b e a n y n e e d t o d e v e l o p e x t r a c t i o n m e th o d s f o r t h e t i s s u e s ,

f o r

e x a m p l e .

R e c e n t p u b l i c a t i o n s b y H u e t a l . (2 0 1 0 ) a n d J a c k h e t a l . (2 0 1 1) h a v e c h a r a c t e r i z e d g e n e

e x p r e s s i o n i n E p i D e rm 3 D m o d e l s a n d h u m a n s k i n . H u e t a l . (2 0 10 ) o b s e r v e d th a t 8 4 % o f t h e

e n z y m e s f o u n d i n a s a m p l e h u m a n s k i n w e r e p r e s e n t i n E p i D e r m r e c o n s t r u c t s . T h e y a l s o r e p o r t

t h a t a m o n g t h e g e n e s n o t o b s e r v e d i n t h e E p i D e rm m o d e l w e r e t h e p h a s e I e n z y m e s C Y P l A l
,

C Y P 2 E 1
,
a n d C Y P 2 A 6 .

T h i s i s o f i n t e r e s t b e c a u s e t h e s e a r e a m o n g t h e e n z y m e s p o s t u l a t e d t o

b e r e s p o n s i b l e f o r n a p h t h a l e n e m e t a b o l i s m J a c k h a t a l (2 0 1 1 ) c o n f i r m e d t h a t c y t o c h r o m e P 4 5 0

e n z y m e a c t i v i t y o f C Y P l A l
, CY P 2 B 6

,
a n d C Y P 3 A 4 w e r e n o t d e t e c t e d i n t h e i r f o l l o w u p s t u d y .

H o w e v e r , J a c k li a t a l (2 0 1 1 ) d i d fi n d t h a t fl a v i n - d e p e n d e n t m o n o o x y g e n a s e s 1 a n d 3 (F M O l a n d

FM 0 3) w e r e a c t i v e . T h e v e r i fi c a t i o n o f g e n e e x p r e s s i o n a n d e n z y m e a c t i v i t i e s w i l l n e e d t o b e

d e m o n s t r a t e d w h e n u s i n g 3 D r e c o n s t r u c t s f o r a n y g i v e n s u b s t r a t e . A s f o r n a p ht h a l e n e
,
t h e
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e n z y m e a c t i v i t i e s t h a t a r e b e l i e v e d t o b e r e s p o n s i b l e f o r t h e m e t a b o l i s m o f n a p h t h a l e n e i n t h e

J C B - 1 10 m o d e l a s w e l l a s i n t h e E F T - 4 0 0 m o d e l w i l l b e i n v e s t i g a t e d i n a f u t u r e s t u d y A s t u d y

s h o u l d a l s o b e c o n du c t e d t o d e t e r m i n e i f F M O l a n d 3 o x i d i z e n a p h t h a l e n e t o p r o d u c e t h e

n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s i n t h e s k i n I n a d d i t i o n
,
t h e c h a r a c t e r i z a t i o n o f t i s s u e r e c o n s t r u c t s i s

n e e d e d t o f u r t h e r o p t im i z e t h e s e t e s t s y s t e m s t o b e c a p a b l e o f d e m o n s t r a t i n g b i o t r a n s f o r m a t i o n

x e n o b i o t i c s (N e i s e t a l . , 2 0 10 ) .

H u m a n 3 D i n v i t r o s k i n r e c o n s t r u c t s h a v e a g r e a t p o t e n t i a l t o p r o v i d e a m e a n s t o

i n v e s t i g a t e g e n e - e n v i r o n m e n t i n t e r a c t i o n s i n a n i n v i t r o e n v i r o n m e n t v i a m a n i p u l a t i o n o f g e n e s

a n d g e n e e x p r e s s i o n t o m o d e l h u m a n d i s e a s e T h e s e m a n i p u l a t i o n s c o u l d b e b e n e f i c i a l w h e n

c o n d u c t i n g r e s e a r c h i n t o p o p u l a t i o n s t h a t h a v e i n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y p o t e n t i a l , s u c h a s

i n d i v i d u a l s w i t h m u t a t i o n s w i t h i n t h e f i l a g g r i n g e n e (F L G ) . F i l a g g r i n i s a s t r u c t u r a l p r o t e i n t h a t

c o n t r i b u t e s t o t h e a g g r e g a t i o n o f t h e k e r a t i n c y t o s k e l e t o n
. I n d i v i du a l s w i t h m u t a t i o n s t o t h e F L G

g e n e
,
w h i c h e n c o d e s f o r f i l a g g r i n e x p r e s s i o n h a v e b e e n a s s o c i a t e d w i t h a t o p i c d e r m a t i t i s (A D )

T h e l a c k o f s t r u c t u r e i n t h e s t r a t u m c o m e u m l e a d s t o g a p s i n t h e e p i d e r m i s a n d p o s s i b l y t o a n

i n c r e a s e d r i s k o f h i gh e r a b s o r p t i o n o f d e r m a l d o s e f r o m a g i v e n e x p o s u r e (K a w a s a k i e t a l .

,

2 0 1 1 ) O n e p o s s i b l e e x p e r im e n t t o t e s t t h i s t h e o r y w o u l d b e t o e x p o s e 3 D s k i n r e c o n s t r u c t s

d e r i v e d f r o m c e l l s f r o m i n d i v i d u a l s w i t h a n d w i t h o u t t h i s m u t a t i o n t o n a p ht h a l e n e . T h e

h y p o t h e s i s w o u l d b e t h a t m o r e n a p h t h a l e n e a n d n a p h t h a l e n e m e t a b o l i t e s w o u l d e f f lu x t h r o u g h

t h e s k i n s a m p l e s a n d i n t o t h e m e d i a o f t h e r e c o n s t r u c t s p r e p a r e d f r o m i n d i v i d u a l s w i t h o u t t h e

F L G m u t a t i o n .

T o c o n s i d e r t h e u s e o f 3 D r e c o n s t r u c t s a s a m e a n s o f s c r e e n i n g x e n o b i o t i c s
,
a s e r i e s o f

e x p e r im e n t s a n d c o m p a r i s o n s m u s t b e m a d e i n d i f f e r e n t m a t r i c e s a n d w i t h a v a r i e t y o f c h e m i c a l s

a m o n g t h e m o d e l s c u r r e n t l y u s e d f o r m e a s u r i n g t h e t o x i c e f f e c t s a s s o c i a t e d w i t h x e n o b i o t i c
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ab s o r p t i o n . T h e s e m o d e l s m a y i n c l u d e t h e u s e o f m o u s e m o d e l s a n d e x c i s e d h u m a n s k i n t o

c o m p a r e w i t h r e s u l t s f r o m 3 D r e c o n s t r u c t e d s k i n w i t h r e s p e c t t o m e t a b o l i s m o b s e r v e d
, g e n e

e x p r e s s i o n
,
a n d e n z y m e a c t i v i t y S u b s e q u e n t s t u d i e s u s i n g s e p a r a t e d e r m a l m o d e l s w i l l n e e d t o

b e p e r f o r m e d t o c o m p l e t e l y u n d e r s t a n d t h e m e c h a n i s m s o f e x p o s u r e o f a n y g i v e n x e n o b i o t i c .

4 . 6 I m p a c t

T h i s s t u d y i s t h e f i r s t i n a s e r i e s t o d e m o n s t r a t e t h a t 3 D h u m a n i n v i t r o t i s s u e r e c o n s t r u c t s c a n b e

u s e d t o i n v e s t i g a t e t h e e f f e c t s o f x e n o b i o t i c e x p o s u r e s i n h u m a n s . T h i s s t u d y a l s o p r o v i d e s a n

i n i t i a l e v a l u a t i o n o f t h e p e r f o rm a n c e o f J C B - 1 10 r e c o n s t r u c t s c o m p a r e d t o t h e c o m m e r c i a l l y

a v a i l a b l e E F T - 4 0 0 r e c o n s t r u c t s w i t h r e s p e c t t o n a p h t h a l e n e e x p o s u r e . T h e s t r u c t u r e a n d

f u n c t i o n a l i t y o f JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s p e r f o r m e d a s e x p e c t e d w i t h r e g a r d t o r e s p o n s e t o

n a p h t h a l e n e e x p o s u r e . T h e r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y s u g ge s t t h a t t h e m e t a b o l i s m o f n a p h t h a l e n e i n

t h e s k in r e s u l t s i n f o r m a t i o n o f n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s i n t h e s k i n . T h e r e f o r e
,
i t i s p o s s i b l e t h a t

t h e m aj o r i t y o f m e t a b o l i t e s o b s e r v e d i n t h e u r i n e a n d b l o o d s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m n a p h t h a l e n e

e x p o s e d i n d i v i d u a l s a r e m a i n l y d u e t o i n h a l a t i o n e x p o s u r e a n d t o m i n o r e x t e n t f r o m d e r m a l

e x p o s u r e a n d / o r n a p h t h a l e n e r e a c h i n g s y s t e m i c c i r c u l a t i o n d u e t o s a t u r a t i o n o f t h e m e t a b o l i c

p a t h w a y s i n t h e s k i n .
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CH A P T E R V

C O N C L U S I O N

T h i s i n i t i a l e v a l u a t i o n o f 3 D h u m a n i n v i t r o s k i n r e c o n s t r u c t s d e m o n s t r a t e s t h e i r p o t e n t i a l u s e a s

a m o d e l t o s c r e e n f o r x e n o b i o t i c t o x i c i t y . T h e r e c o n s t r u c t s m e t a b o l i z e d a n d s e q u e s t e r e d

n a p h t h a l e n e i n t h e s u p r a b a s a l l a y e r t h r o u g h o u t t h e 5 - d a y d o s i n g r e g im e n
,
t h e r e f o r e e x h i b i t i n g

m i n im a l c h a n g e i n c e l l v i a b i l i t y a n d t i s s u e m o r p h o l o g y du r i n g t h e m u l t i - d a y e x p o s u r e s t u d i e s .

T h e m e t a b o l i s m o f n a p h th a l e n e t o n a p h t h a l e n e - 1
,
2 - o x i d e a n d s u b s e q u e n t a d d u c t i o n t o k e r a t i n i n

t h e e p i d e rm i s w a s d e m o n s t r a t e d b y t h e a d d u c t i o n o f n a p h t h a l e n e t o t h e k e r a t i n p r o t e i n s a n d t h e

a b s e n c e o f m e t a b o l i t e s i n t h e t i s s u e c u l t u r e m e d i a a ft e r e x p o s u r e t o n a p h t h a l e n e . B o t h t h e

c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e E F T - 4 0 0 a n d t h e i n - h o u s e g r o w n JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s p e r f o r m e d i n a

s im i l a r m a n n e r . T h e s e e x p e r im e n t s w i l l s e r v e a s a f o u n d a t i o n fo r f u r t h e r d e v e l o p m e n t o f t h e

JC B - 1 10 r e c o n s t r u c t s a n d t o o p t im i z e t h i s m o d e l f o r t o x i c o l o g y a n d h u m a n e x p o s u r e a s s e s s m e n t

s t u di e s
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R e f e r e n c e s

A n dr e o l i
,
C

,
G i g a n t e ,

D
,
& N u n z i a t a

,
A . (2 0 0 3 ) A r e v i e w o f i n v i t r o m e t h o d s t o a s s e s t h e

b i o l o g i c a l a c t i v i t y o f t o b a c c o s m o k e v \ ?i t h t h e a im o f r e d u c i n g t h e t o x i c i t y o f s m i k e . T o x i c o l o g y

i n V i t r o 1 7
,
5 8 7 - 5 9 4 .

B a l h a r r y ,
D .

,
Se x t o n

,
K .

,
& B e r u B e

,
K A (2 0 0 8) .

A n i n v i t r o a p p r o a c h t o a s s e s s t h e t o x i c i t y o f

i n h a l e d . T o x i c o l o g y 2 4 4 , 6 6 - 7 8 .

B r o h e m
,
C . A .

,
d a S i l v a C a r d e a l

,
L . B .

,
T i a g o , M .

,
So e n g a s , M . S . , d e M o r a e s B a r r o s ,

S . B .

, &

M a r i a - E n g l e r , S S (2 0 1 0) . A r t i f i c i a l s k i n i n p e r s p e c t i v e : c o n c e p t s a n d a p p l i c a t i o n s . P i m e n t C e l l

M e l a n o m a R e s e a r c h 2 4
,
3 5 - 5 0 .

Ch a o ,
Y . C

,
K u p p e r

,
L . L .

,
S e r d a r

,
B .

,
E g e g h y ,

P . P .

,
R a p p a p o r t

,
S . M .

,
& N y l a n d e r - F r e n c h

,
L

A
. (2 0 0 6) . D e r m a l e x p o s u r e t o j e t f u e l JP - 8 s i g n i f i c a n t l y c o n t r i b u t e s t o t h e p r o d u c t i o n o f u r i n a r y

n a p ht h o l s i n f u e l - c e l l m a i n t e n a n c e w o r k e r s E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r sp e c t i v e s 1 1 4 ,
1 8 2 - 1 8 5

.

C h a o
,
Y .

- C
,
G i b s o n

,
R . L .

,
& N y l a n d e r - F r e n c h

,
L . A . (2 0 0 5 ) . D e r m a l e x p o s u r e t o j e t f u e l (J P - 8)

i n U S A i r F o r c e p e r s o n n e l
.
T h e A n n a l s o f O c c u p a t i o n a l H y g i e n e 4 9 ,

6 3 9 - 64 5 .

C h i l c o t t
,
R . T . (2 0 0 8 ) . C u t a n e o u s A n a n t o m y a n d F u n c t i o n . I n R . T . Ch i l c o t t

,
& S . P r i c e

,

P r in c ip l e s a n d P r a c t i c e of Sk i n T o x i c o l o g y (p p . 3 - 16 ) . C h i c h e s t e r
,
U K : J o h n W i l e y & S o n s

,
L t d .

D e l R i o
,
M

,
L a r c h e r

,
F

,
Se r r a n o

,
F .

,
M e a n a

,
A .

,
M u n o z

,
M .

,
G a r c i a

,
M .

,
e t a l . (2 0 02 ) . A

p r e c l i n i c a l m o d e l f o r t h e a n a l y s i s o f g e n e t i c a l l y m o d i fi e d h u m a n s k i n i n v i v o . H u m a n e g e n e

t h e r a p y I S
,
9 59 - 9 6 8 .

E c k e r t , R . L ( 19 9 1 ) . T h e St r u c t u r e a n d F u n c t i o n o f Sk i n . I n H . M u kh t a r
,
P h a r m a c o l o g y o f t h e

S k i n (p p . 4 - 1 0 ) . B o c a R a t o n : CR C P r e s s .

5 8

NEATPAGEINFO:id=64A67FE3-42F7-4C66-BE71-DC827EEA9608



4

$

%

Eg e g h y ,
P P .

,
H a u f - C a b a l o

,
L

,
G i b s o n

,
R .

,
& R a p p a p o r t

,
S M . (2 0 0 3 ) . B e n z e n e a n d

n a p ht h a l e n e i n a i r a n d b r e a t h i n d i c a t o r s o f e x p o s u r e t o j e t f u e l . O c c u p a t i o n a l a n d E n v i r o n m e n t a l

Me d i c i n e 6 0
,
9 6 9 - 9 1 6 .

F o r b e s , B . , & E h r h a r dt , C . (2 0 0 5 ) . H u m a n r e s p i r a t o r y e p i t h e l i a l c e l l c u l t u r e f o r d r u g d e l i v e r y

a p p l i c a t i o n s E u r o p e a n J o u r n a l of P h a r m a c e u t ic s a n d B i o p h a r m a c e u t i c s 6 0 (2 ), 19 3 - 2 0 5

F o s t e r
,
K . A .

,
A v e r y ,

M . L .

,
Y a z d a n i a n

,
M .

,
& A u du s

,
K L (2 0 0 0) . Ch a r a c t e r i z a t i o n o f t h e

C a l u - 3 c e l l l i n e a s a t o o l t o s c r e e n p u lm o n a r y d r u g d e l i v e r y . I n t e r n a t i o n a l J o u r n a l o f

P h a r m a c e u t i c s 2 0 8
,
1 - 1 1

G i b b s
,
S .

,
v a n d e S a n d t

,
J . J .

,
M e r k ,

H . F
,
L o c k e l y , D J . , P e n d l i n g t o n , R . U , & P e a s e , C . K

(2 0 0 7 ) . X e n o b i o t i c m e t a b o l i s m i n h u m a n s k i n a n d 3 D h u m a n s k i n r e c o n s t r u c t s : a r e v i e w .

C u r r e n t D r u g M e t a b o l i s m 8 , 7 5 8 - 7 72 .

H u , T , K h a m b a t t a , Z S . , H a y d e n ,
P . J . , B o lm a r c i c h , J .

,
B i n d e r , R . L .

,
R o b i n s o n , M . K .

,
e t a l .

(2 0 10) . X e n o b i o t i c m e t a b o l i s m g e n e e x p r e s s i o n i n t h e E p i d e r m i n v i v o 3D h u m a n e p i d e r m i s

m o d e l c o m p a r e d t o h u m a n . T o x i c o l o g y i n v i t r o 2 4
,
14 5 0 - 14 6 3 .

J a c k h , C ,
B l a t z , V .

,
F a b i o n

,
E

,
G u t h , K , v a n R a v e n z w a a y ,

B .

,
R e i s i n g e r ,

K .

,
e t a l . (2 0 1 1 ) .

C h a r a c t e r i z a t i o n o f e n z y m e a c t i v i t i e s o f C y t o c h r o m e P 4 5 0 e n z y m e s
.

F l a v i n - d e p e n d e n t

m o n o o x y g e n a s e s
,
N - a c e t y l t r a n s f e r a s e s a n d U D P -

g l u c u r o n y l t r a n s f e r a s e s i n h u m a n r e c o n s t r u c t e d

e p i d e r m i s a n d fu l l - t h i c k n e s s s k i n m o d e l s . T o x i c o l g y i n Vi t r o 2 5
,
1 2 0 9 - 12 14 .

K a n g
- S i c k e l , J . C

,
B u t l e r , M A .

,
F r a m e , L . , Se r d a r , B .

,
C h a o

,
Y . C

,
E g e g h y ,

P .

,
e t a l . (2 0 1 1 ) .

T h e u t i l i t y o f n a p h t h y l - k e r a t i n a d du c t s a s b i o m a r k e r s f o r j e t - f u e l e x p o s u r e B i o m a r k e r s 1 6 , 5 9 0 -

5 9 9

5 9
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K a n g
- S i c k e l

,
J C

,
F o x

,
D D

,
N a m

,
T . G .

,
J a y a r a j ,

K .

,
B a l l

,
L . M

,
F r e n c h

,
J . E .

,
e t a l . ( 2 0 0 8 ) .

S - a r y l c y s t e i n e - k e r a t i n a d d u c t s a s b i o m a r k e r s o f h u m a n d e r m a l e x p o s u r e t o a r o m a t i c

h y d r o c a r b o n s . C h e m i c a l r e s e a r c h i n t o x i c o l o g y 8 5 2 - 8 5 8 .

K a n g - S i c k e l
,
J . C

,
St o b e r , V P

,
F r e n c h , J . E . , & N y l a n d e r - F r e n c h , L . A

. (2 0 10) E x p o s u r e t o

n a p h t h a l e n e i n du c e s n a p h t h y l - k e r a t i n a d d u c t s i n h u m a n e p i d e r m i s i n v i t r o a n d v i v o . B i o m a r k e r s

4 8 8 - 9 7 .

K a w a s a k i
,
H .

,
K u b o

,
A

,
Sa s a k i

,
T .

,
& A m a g a i ,

M . (2 0 1 1) . L o s s - o f - F u n c t i o n M u t a t i o n s w i t h i n

t h e F i l a g g r i n G e n e a n d A t o p i c D e r m a t i t i s . C u r r e n t P r o b l e m s i n D e r m a t o l o g y 4 1 , 3 5 - 4 6 .

K i m
,
D .

,
A n d e r s e n

,
M . E .

,
& N y l a n d e r - F r e n c h

,
L A . (2 0 0 6 ) . D e r m a l a b s o r p t i o n a n d p e n e t r a t i o n

o f j e t f u e l c o m p o n e n t s i n h u m a n s . T o x i c o l o g y L e t t e r s 1 1- 2 1

K i m
,
D .

,
A n d e r s o n

,
M

.
E

. ,
C h a o

,
Y . C . ,

E g e gh y ,
P

.
P

. , R a p p a p o r t
, S . M .

,
& N y l a n d e r - F r e n c h

,
L

.

A . (2 0 0 7 ) . P B T K m o d e l i n g d e m o n s t r a t e s c o n t r i b u t i o n o f d e r m a l a n d i n h a l a t i o n e x p o s u r e

c o m p o n e n t s t o e n d - e x h a l e d b r e a t h c o n c e n t r a t i o n s o f n a p h t h a l e n e . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h

P e r s p e c t i v e s 7 / 5
, 8 9 4 - 9 0 1

N e i s
,
M . M

,
W e n d e l

,
A .

,
W i e d e r h o l t

,
T .

,
M a r q u a r d t

,
Y .

,
J o u s s e n

,
S

,
B a r o n

,
J M .

,
e t a l .

(2 0 10 ) . E x p r e s s i o n a n d i n du c t i o n o f c y t o c hr o m e p 4 5 0 i s o e n z y m e s i n h u m a n s k i n e q u i v a l e n t s .

Sk i n P h a r m a c o l o g y a n d P hy s i o l o g y 2 3 ,
2 9 - 3 9

N R C . (2 0 0 7 ) T o x i c i ty T e s t in g i n t h e 2 1 s t C e n t u r y : A Vi s i o n a n d a St r a t e g y W a s h i n g t o n ,
D . C . :

T h e N a t i o n a l A c a d e m i e s Pr e s s .

P o e t
,
T . S , & M c D o u g a l ,

J . N . (2 0 02 ) . Sk i n a b s o r p t i o n a n d h u m a n r i s k a s s e s s m e n t . C h e m i c o -

B i o l o g i c a l I n t e r a c t i o n s 14 0
,
19 - 34 .

6 0
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R a p p a p o r t
,

S .

,
W a i d y a n a t h a

,
S .

,
« & S e r d a r

,
B (2 0 0 4 ) N a p t h a l e n e a n d i t s B i o m a r k e r s a s

M e a s u r e s o f O c c u p a t i o n a l E x p o s u r e t o P o ly c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s . J o u r n a l o f

E n v i r o n m e n t a l M o n i t o r i n g (5
,
4 13 - 4 16

R e g n i e r ,
M .

,
P a t w a r dh a n

,
A .

,
S c h e y n i u s

,
A .

,
& Sc hm id t

,
R . ( 19 9 8 ) . R e c o n s t r u c t e d h u m a n

e p i d e r m i s c o m p o s e d o f k e r a t i n o c y t e s ,
m e l a n o c y t e s a n d L a n g e r h a n s c e l l s . M e d i c a l & B i o l o g i c a l

E n g i n e e r i n g a n d C o mp u t i n g 3 6
,
8 2 1- 82 4 .

Sa n t i a g o - W a l k e r , A . , L i , L . , H a a s s , N . K . , & H e r l y n ,
M . (2 0 0 9 ) . M e l a n o c y t e s : F r o m M o r p h o l o g y

t o A p p l i c a t i o n . Sk i n P h a r m a c o l o g y a n d P hy s i o l o g y 2 2
,
1 14 - 12 1 .

S c h e i b e r , S . , M a h m o u d , A . , V u i a , A . , R u b b e l k e , M .
K

. , Sc h m i d t
,
E .

,
S c h a l l e r ,

M
,
e t a l (2 0 0 5 ) .

R e c o n s t r u c t e d e p i d e rm i s v e r s u s h u m a n a n d a n im a l s k i n i n s k i n a b s o r p t i o n s t u d i e s . T o x i c o l o g y i n

V i t r o 7 9 , 8 13 - 82 2 .

S c h e u p l i e n ,
R . J .

,
& B l a n k

,
I . H . ( 19 7 1 ) . P e r m e a b i l i t y o f t h e s k i n . P hy s i o l o g i c a l R e v i e w 5 1

,
7 0 2 -

7 4 7 .

S c h w e i z e r
,
J . (1 9 9 3 ) M u r i n e E p i d e r m a l K e r a t i n s I n M

.
D a r m o n

, & M . B l u m e n b e r g , M o l e c u l a r

B i o lg y o f t h e S k i n (p p . 3 3 - 7 8) . S a n D i e g o : A c a d e m i c P r e s s .

Se r d a r , B , E g e g h y ,
P P .

,
G i b s o n

,
R

,
& R a p p a p o r t

,
S . M . (2 0 0 4 ) . D o s e - d e p e n d e n t p r o d u c t i o n o f

u r i n a r y n a p h t h o l s a m o n g w o r k e r s e x p o s e d t o j e t f u e l (J P - 8 ) . A m e r i c a n J o u r n a l of I n d u s t r i a l

Me d i c i n e ^ 6
,
2 3 4 - 2 4 4 .

S e r d a r
,
B .

,
E g e gh y , P . P . , W a i d y a n a t h a , S , G i b s o n

,
R .

,
& R a p p a p o r t

,
S M (2 0 0 3 ) . U r i n a r y

b i o m a r k e r s o f e x p o s u r e t o j e t f u e l (J P - 8) E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e s t i v e s 1 1 1
,
17 6 0 - 17 0 4 .

Sn y de r , W . S . , C o o k
,
M . J .

,
N a s s e t

,
N . E .

,
K a r h a u s e n

,
L . R

,
H o w e l l s , G . P . , & T i p t o n ,

I . H .

(E d s ) (19 9 2 ) . I n t e r n a t i o n a l C o m m is s i o n o n R a d i o l o g i c a l P r o t e c t i o n . R ep o r t o f t h e T a s k G r o u p

o n R ef e r e n c e (V o l 2 3 ) . N e w Y o r k : P e r g a m o n P r e s s .

6 1
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So b u s
,
J . R .

,
M c C l e a n

,
M . D .

,
H e r r i c k

,
R F

,
W a i d y a n a t h a

,
S .

,
N y l a n d e r

- F r e n c h
,
L A .

,
K u p p e r ,

L L .

,
e t a l . (2 0 0 9 a ) I n v e s t i g a t i o n o f P A H b i o m a r k e r s i n t h e u r i n e o f w o r k e r s e x p o s e d t o h o t

a s p h a lt A n n a l s of O c c u p a t i o n a l Hy g i e n e 5 3
,
5 5 1 - 5 6 0

So b u s
,
J . R .

,
M c C I e a n

,
M . D .

,
H e r r i c k , R . F . , W a i d y a n a t h a , S . , O n y e m a u w a

,
F .

,
K u p p e r

,
L . L .

,
e t

a l (2 0 0 9 b ) . C o m p a r i n g u r i n a r y b i o m a r k e r s o f a i r b o r n e a n d d e r m a l e x p o s u r e t o p o l y c y c l i c

a r o m a t i c c o m p o u n d s i n a s ph a l t - e x p o s e d w o r k e r s . A n n a l s o f O c c u p a t i o n a l H y g i e n e 5 3
,
5 6 1 - 5 7 1 .

T i n g l e ,
M D

,
P e r m o h a m e d

,
M .

,
T e m p l e t o n

,
E .

,
W i l s o n

,
A S

,
M a d d e n

,
S

,
K i t t e r i n gh a m

,
N . R .

,

e t a l . ( 19 9 3 ) . A n i n v e s t i g a t i o n o f t h e f o r m a t i o n o f c y t o t o x i c
, g e n o t o x i c

, p r o t e i n - r e a c t i v e a n d

s t a b l e m e t a b o l i t e s f r o m n a p h t h a l e n e b y h u m a n l i v e r m i c r o s o m e s . B i o c h e m i c a l P h a r m a c o l o g y 4 6
,

15 2 9 - 1 5 3 8 .

T r o e s t e r
,
M . A .

,
L i n d s t r o m

,
A . B .

,
W a i d y a n a t h a

,
S .

,
K u p p e r ,

L . L .

,
& R a p p a p o r t

,
S . M . (2 0 0 2 ) .

St a b i l i t y o f h e m o g l o b i n a n d a l b u m i n a d du c t s o f n a p h t h a l e n e o x i d e ,
1

,
2 - n a p h t h o q u i n o n e , a n d 1

,
2 -

n a p h t h o q u i n o n e . T o x i c o l o g i c a l S c i e n c e s 6 8
,
3 14 - 3 2 1 .

W a i dy a n a t h a , S . , Z h e n g , Y . , S e r d e r ,
B

. , & R a p p a p o r t , S M . (2 0 0 4 ) . A l b u m i n A d du c t s o f

N a p h t h a l e n e M e t a b o l i t e s a s B i o m a r k e r s o f E x p o s u r e t o P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y dr o c a r b o n s .

C a n c e r E p id e m i o l B i o m a r k e r s & P r e v e n t i o n 1
,
1 1 7 - 1 2 4 .

W i l s o n
,
A S

,
D a v i s

, C .
D

. , W i l l i a m s
,
D . P .

,
B u c k p i t t , A . R , P i r m o h a m e d , M , & P a r k , B . K .

( 19 9 6 ) . C h a r a c t e r i s a t i o n o f t h e t o x i c m e t a b o l i t e (s ) o f n a p h t h a l e n e . T o x i c o l o g y 1 1 4
,
2 3 3 - 2 4 2 .

Z h e n g ,
J .

,
C h o

,
M .

,
Jo n e s

,
A . D . , & H a m m o c k

,
B . D . ( 19 9 7 ) . E v i d e n c e o f q u i n o n e m e t a b o l i t e s o f

n a p h t h a l e n e c o v a l e n t l y b o u n d t o s u l f u r n u c l e o p h i l e s o f p r o t e i n s o f m u r i n e C l a r a c e l l s a ft e r

e x p o s u r e t o n a p h t h a l e n e . C he m i c a l R e s e a r c h i n T o x i c o l o g y 1 0 , 10 0 8 - 10 14 .

62

NEATPAGEINFO:id=2882BB18-ECE9-4313-8FA2-F9D48DF9A7EE


