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)] Kurze Darstellung

In den vergangenen Jahrzehnten wurden toxikologische Tests und Risikobewertungen von
hautsensibilisierenden Substanzen sowie Studien zur Arzneimittelentwicklung an der Haut
hauptséachlich an Tiermodellen durchgefuhrt. Die artspezifischen Unterschiede in der
Hautanatomie, der Pathophysiologie und insbesondere in der Immunzellpopulation sind
jedoch enorm, so dass die in Tierversuchen generierten Ergebnisse haufig nicht auf die
Situation im Menschen Ubertragen werden konnten. Daher wurden in den letzten Jahren grol3e
Bemihungen unternommen, neue tierversuchsfreie Alternativmethoden (abgekiirzt aus dem

Englischen New Alternative Methods, NAMSs) zu entwickeln.

Da es sich bei der Hautsensibilisierung jedoch um ein komplexes inter- und intrazellulares
Wechselspiel handelt, reichen die bis heute entwickelten Einzelendpunkt-Testmethoden als
eigenstandige = Methoden nicht aus, um Tiermodelle zur Beurteilung des
Sensibilisierungspotenzials von Chemikalien vollstandig zu ersetzen. Unser Ziel war es daher,
ein humanphysiologisch relevantes, immunkompetentes dreidimensionales
Vollhautaquivalent fur die ldentifizierung und Charakterisierung von hautsensibilisierenden

Substanzen und Wirkstoffkandidaten zu entwickeln.

Zu diesem Zweck haben wir zunachst ein robustes und in hohem Malie reproduzierbares
Protokoll fur die Differenzierung der menschlichen Leukamie-Monozyten-Zelllinie THP-1 in
Surrogate fur unreife dendritische Zellen etabliert. Die Funktionalitéat von THP-1-abgeleiteten
unreifen dendritischen Zellen wurde durch die Fahigkeit zur Phagozytose exogener Partikel
von humanen Pathogenen sowie durch die Sensibilisator-induzierte Expression von Interleukin
(IL)-12p40, welches fur die T-Zell-Aktivierung erforderlich ist, nachgewiesen. Die starke
Induktion der Expression der Oberflachenmarker Cluster of Differentiation (CD)54 und CD86
nach der Behandlung mit Sensibilisatoren deutet auf die Anwendbarkeit der neu etablierten

dendritischen Zellsurrogate zur Identifizierung potenziell sensibilisierender Substanzen hin.

Auch im Hinblick auf die Entdeckung von Wirkstoffkandidaten zeigt unser neu entwickeltes
Modell erstmals ein vielversprechendes entziindungshemmendes Potenzial des marinen
Naturstoffes Pseudopterosin bei Hautsensibilisierung auf, welches durch eine signifikante
Verringerung der Sensibilisator-induzierten Hochregulierung von Oberflachenmarkern wie
CD54 und CD86 sowie durch die Hemmung der Sekretion inflammatorischen Zytokine wie
Interleukin-8 (IL-8), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) in &hnlichem
Ausmal} wie das synthetische Glukokortikoid Analogon Dexamethason und durch die
Blockade der durch Sensibilisatoren induzierten Aktivierung typischer inflammatorischer

Signalwege nachgewiesen wurde.
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Darlber hinaus konnten THP-1-abgeleitete dendritische Zellen erfolgreich als CD11* und
CD14 dermale dendritische Zellsurrogate in ein menschliches Vollhautaquivalent integriert
werden. Die topische Behandlung der neu entwickelten immunkompetenten Vollhautmodelle
mit der hautsensibilisierenden Positivkontrolle Nickelsulfat fihrte zu einer Hochregulierung der
Oberflachenmarker CD54 und CD86 auf den gewebeintegrierten dermalen dendritischen
Zellsurrogaten, die durch eine Vorbehandlung mit Dexamethason unterdriickt werden konnte,
was einerseits die Immunkompetenz und andererseits die Anwendbarkeit fur die

Identifizierung und Charakterisierung von Sensibilisatoren und Wirkstoffkandidaten belegt.

Um abschlieRend ein physiologisch relevantes immunkompetentes Hautmodell mit
Langerhans-Zellen und dermal dendritischen Zellen zu erzeugen, wurden THP-1 abgeleitete
dermal dendritische Surrogate zusammen mit Langerhans-Zell-Surrogaten, die aus der
menschlichen myeloischen Leukdmiezelllinie Mutz-3 differenziert wurden, erstmals in
Kombination in ein Vollhautdquivalent integriert. Bemerkenswerterweise zeigte die
Behandlung des Hautmodells mit inkorporierten Langerhans-Zell- und dendritischen Zell-
Surrogaten eine frilhe Sensibilisierungsreaktion, die sich in einer erhéhten Anzahl CDla-

positiver Zellen in der Epidermis und Dermis acht Stunden nach der Exposition zeigte.

Insgesamt birgt unser neu entwickeltes immunkompetentes Vollhautmodell somit grol3es
Potenzial fur die wissenschaftliche Untersuchung der Aktivierung dendritischer Zellen sowie
fur die Identifizierung und qualitative Charakterisierung von Sensibilisatoren und

Wirkstoffkandidaten nach den 3R-Prinzipien "Replacement”, "Reduction” und "Refinement".
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1)) Eingehende Darstellung

1. Im Rahmen des Vorhabens durchgefiihrte Arbeiten

Wie in unserer Vorhabenbeschreibung dargelegt, lag der Fokus von AP2 darin, humane
Zelllinien zu differenzieren, die als Surrogate die Funktion dendritischer Zellen im
Vollhautmodell widerspiegeln kénnen. In AP2 sollte die humane monozytare Leukamie-
Zelllinie THP-1, die im von der OECD akzeptierten h-CLAT Modellsystem in undifferenzierter
Form routinemafig verwendet wird, im Hinblick auf diese Funktion evaluiert werden. Der
Schwerpunkt von AP4 und AP5 liegt in der Uberprifung der Immunkompetenz der
Immunsurrogat Hautmodelle nach Integration eines zuvor validierten dendritischen Surrogats
(AP4) und in der Testung einer ausgewahlten Gruppe reprasentativer hautsensibilisierender
Substanzen an diesem Modell (AP5). Hierfiir wurden zunachst potentielle Readouts wie z.B.
die Expression inflammatorischer Zytokine und die Aktivierung inflammatorischer Signalwege

nach Behandlung mit hautsensibilisierenden Substanzen untersucht.

Zunachst musste dazu im Rahmen von AP2 eine Untersuchung der Funktionalitat von THP-1
Zellen und der aus THP-1 generierten unreifen dendritischen Zellen (iDC, abgekirzt aus dem
Englischen immature Dendritic Cells) durchgefiihrt werden. Die molekulare Charakterisierung
der THP-1 Zellen erfolgte den h-CLAT Vorgaben entsprechend mit der Positivkontrolle 2,4-
Dinitrochlorobenzen (DNCB) [20 uM] oder mit Nickelsulfat (NiSO4) [380 uM]. Nachfolgend
wurde die biologische Funktionalitat der THP-1 Zellen, sowie der aus THP-1 generierten
unreifen Zellen (nachfolgend als iDC abgekirzt) Gberprift. Hierzu wurde zunachst die
Fahigkeit untersucht, exogene Partikel, wie das aus Saccharomyces cerevisiae stammende
Zellwandprotein Zymosan, zu phagozytieren. Es konnte gezeigt werden, dass bereits 20% der
undifferenzierten THP-1 Zellen in der Lage sind, Zymosan aufzunehmen, jedoch liegt die
Anzahl bei den iDC, die Zymosan phagozytieren kdnnen, mit 45% signifikant hoher. Im
Gegensatz dazu ist wie erwartet jedoch nur eine geringe Anzahl (9%) der reifen dendritischen

Zellen in der Lage, exogene Partikel wie Zymosan zu phagozytieren (Abb.1).
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Abbildung 1: Phagozytotische Aktivitat undifferenzierter THP-1 Zellen und aus THP-1 generierter unreifer und
reifer dendritischer Zellen. Fir den Phagozytose-Versuch wurden 2 x 10° Zellen in 100 pL der pHrodo Red Zymosan
Biopartikel resuspendiert, in 96-well Platten gesat und fir eine Stunde bei 37°C, 5% COz: inkubiert. Direkt vor der
Analyse wurde DAPI hinzugefiigt und nachfolgend 10.000 lebende Zellen pro Probe analysiert. A) Gating-Strategie.
B) Anzahl der phagozytotisch aktiven Zellen in %. Die Graphiken stellen die Ergebnisse fir n=3 dar. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (Sidak's multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** =
p £0.001; **** = p <0.0001).

Des Weiteren wurde untersucht, ob undifferenzierte THP-1 und aus THP-1 generierte unreife
dendritische Zellen potentiell in der Lage sind, T Zellen zu aktivieren, indem die Expression
von Interleukin (IL)-12p40 nach NiSO, und DNCB Behandlung untersucht wurde. Im
Gegensatz zur Behandlung der undifferenzierten THP-1 filhrte die Inkubation der iDC mit
DNCB zu einer signifikanten Erhéhung der mRNA level fir IL-12p40 (Abb.2). Die aus THP-1
generierten unreifen dendritischen Zellen sind somit funktional und eignen sich prinzipiell zur
Integration als dendritische Zellsurrogate in das Vollhautmodell, um die molekularen Ablaufe

einer Antigenprasentation und potenziellen T-Zell-Aktivierung erstmals in vitro darzustellen.
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Abbildung 2: IL-12p40 mRNA level von A) THP-1 Zellen und B) unreifen dendritischen Zellen (iDCs) nach
Sensitizer Behandlung. Es wurden 1 x 10% THP-1 Zellen oder iDCs/ well in einer 24 well Platte ausgesat und analog
zum h-CLAT mit Nickelsulfat [380 uM] oder DNCB [20 uM] sensitiviert. Die Losungsmittelkontrolle wurde mit 0.2%
DMSO behandelt. Nach 6 h Behandlung erfolgte die RNA lIsolation, Umschreibung in ¢cDNA und qPCR. Die
Graphiken stellen die Ergebnisse fiir n=3 dar. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA
(Dunnett’'s multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001; **** = p < 0.0001).
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Zur weiteren vorbereitenden Charakterisierung der Eignung differenzierter THP-1 Zellen als
dendritische Zellsurrogate und zur Uberpriifung ihrer Immunkompetenz wurden relevante
Schlusselsignalwege in der priméaren Immunantwort in den Zellen analog AP4 und AP5
untersucht. Die Aktivierung des Nuclear factor kappa B (NF-kB) Signalweges gilt als ein
Schlusselweg bei Entziindungen. Fir die Aktivierung und Differenzierung dendritischer Zellen
ist die Aktivierung des NF-kB Signalweges notwendig. Die biologische Aktivitat von NF-kB wird
durch den | kappa B Kinase (IKK) Komplex, bestehend aus IkBa und IkBB, kontrolliert. Die
beiden Untereinheiten binden NF-kB und inhibieren somit die Translokation vom Cytoplasma
in den Zellkern und die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA. Eine Degradierung von

IkBa lasst demzufolge auf die Aktivierung von NF-kB schlielRen.

Eine Behandlung der THP-1 Zellen mit dem Sensibilisator NiSO4 [500 uM] zeigte eine
signifikante, dosisabhéangige Degradierung von IkBa. Die Behandlung mit DNCB [25 pM]
resultierte dagegen in keiner signifikanten Veranderung der IkBa Expression (Abb. 3 A & C).
Die Phosphorylierung von p38 MAPK ist essentiell fur die Reifung dendritischer Zellen.
Daruber hinaus wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des p38 MAPK
Signalwegs und der Hochregulation der Oberflachenmolekile CD80, CD86 und CD83 auf
dendritischen Zellen beschrieben. Unsere Untersuchung des p38 MAPK Signalweges zeigte,
dass p38 in iDC nach Behandlung mit NiSO4 [500 pM] nicht phosphoryliert wird, aber die
Behandlung mit 25 UM DNCB in einer signifikanten Phosphorylierung von p38 resultiert (Abb.
3B &D).
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Abbildung 3: Aktivierung inflammatorischer Signalwege nach Sensitizer Behandlung. Degradierung von IkBa nhach
NiSO4 [500 uM] und DNCB [25 pM] Behandlung fur 1 h (A & C). Phosphorylierung von p38 MAPK nach NiSO4 [500
pMM] und DNCB [25 pM] Behandlung fir 30 min (B & D). Die Graphiken (A) und (B) stellen jeweils einen
reprasentativen Western Blot dar. Die Graphiken (C) und (D) stellt die Ergebnisse fiir n=3 dar. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (Dunnett’s multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; ***
=p <0.001; *** = p <0.0001).

Nach Penetration eines sensitivierenden Haptens durch das Stratum corneum in die unteren

viablen Keratinozytenschichten der Epidermis kommt es zur Aktivierung der Keratinozyten,
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welche folglich pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a, Interleukin-1 alpha (IL-1a), und
Interleukin-1 beta (IL-1B) sekretieren. Dies fuhrt zur Aktivierung und Reifung dendritischer
Zellen einhergehend mit der Hochregulation der Aktivierungs- und Reifemarker CD54, CD86,
und CD83 sowie der Sekretion inflammatorischer Zytokine wie IL-8. Die Sekretion von IL-6
und TNF-a durch dendritische Zellen nach Sensitizer Behandlung wurde in der Literatur bisher

jedoch nicht beschrieben.
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Abbildung 4: Relative mRNA levels (fold of induction) in iDCs fir Interleukine nach 6h Behandlung mit Sensitizern:
A) relative mRNA levels fur IL 8. B) relative mRNA levels fur IL-6. C) relative mRNA levels fur TNF-a. Es wurden
1 x 108 iDCs/ well in einer 24 well Platte ausgesat und analog zum h-CLAT mit Nickelsulfat [380 uM] oder DNCB
[20 pM] sensitiviert. Die Losungsmittelkontrolle wurde mit 0.2% DMSO behandelt. Nach 6 h Behandlung erfolgte
die RNA lIsolation, Umschreibung in cDNA und gqPCR. Die Graphiken stellen die Ergebnisse fur n=3 dar. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (Dunnett’'s multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** =
p <0.01; ***=p<0.001; **** = p <0.0001).

Unsere Daten zeigen, dass die Behandlung der iDC mit 380 uM NiSOq fiir 6h in signifikant
hoheren mRNA Levels fir IL-8, IL-6 und TNF-a resultiert. Die Behandlung der THP-1 Zellen

mit 20 uM DNCB flr 6h fiihrt auRerdem zu einem signifikant héheren IL-8 mMRNA Level
(Abb. 4).

Zudem konnten wir die Sekretion der inflammatorischen Zytokine auf Proteinebene mittels
eines Cytokine-Bead-Array-(CBA)-Assays nachweisen. Hierfur wurden die iDC mit NiSO4 [380
pMM] und DNCB [20 pM] analog des h-CLAT Testes vorbehandelt. Nach 24 h wurden die

Uberstande entnommen und analog der Anleitung des CBA-Kits analysiert.
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Abbildung 5: Sekretion inflammatorischer Zytokine nach NiSO4 (A-D) und DNCB (E-H) Behandlung. Es wurden
1 x 10% iDCs/ well in einer 24 well Platte ausgesat und analog zum h-CLAT mit Nickelsulfat [380 uM] oder DNCB
[20 uM] sensitiviert. Nach 24 h die Uberstande entnommen und analog der Anleitung des CBA-Kits analysiert. Die
Graphiken stellen die Ergebnisse fiir n=3 dar. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA
(Dunnett’'s multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** = p £0.01; *** = p < 0.001; *** = p <0.0001).

Die Behandlung der iDC mit NiSOs induzierte die Sekretion von ~17,000 pg/mL IL-8,
~20 pg/mL IL-6, ~30 pg/mL IL-1B und ~7 pg/mL TNF-a. Die DNCB Behandlung fiihrte zur
Sekretion von ~3376 pg/mL IL-8 und ~5.8 pg/mL IL-1B. Es konnte keine Sekretion von IL-6
und TNF-a nach DNCB Behandlung detektiert werden. Die Sekretion von IL-6 und IL-18 durch
dendritische Zellen nach NiSO. Behandlung wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Fur einen erfolgreichen Abschluss von AP2 und die Erreichung des 1. Meilensteins (Viabilitat
nachweislich differenzierter THP-LCs muss noch Tage nach der Inkorporation unter
Beibehaltung der Morphologie und Funktionalitdt des Vollhautmodells und unter Ausschluss
einer chronischen basalen Inflammation sichergestellt sein) erfolgte der erste Nachweis der

Integration von THP-1 Zellen in die Dermis des Phenion Hautmodells.

Durch den Phagozytose-Nachweis (Abb.1) und der Detektion der IL-12p40 Expression nach
DNCB Behandlung in iDC (Abb.2) waren wir erstmals in der Lage zu zeigen, dass fur die
Funktionalitat als dermal-dendritische Surrogate eine Differenzierung der THP-1 in unreife
dendritische Zellen (iDC) notwendig ist. Somit wurden weitere Untersuchungen mit den aus

THP-1 generierten IDC als potentielle neue Surrogate fur dermale dendritischen Zellen
8
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durchgefihrt. Erwartungsgemal lassen sich iDC in die Dermis des Vollhautmodells integrieren
(Abb.6A). Um die Funktionalitat der iDC auch nach Integration in das Vollhautmodell zu
untersuchen, wurden die immunkompetenten Vollhautmodelle topisch mit 30 pl NiSO4 [380
puM] behandelt. Nach 24 h wurden die Hautmodelle enzymatisch in Einzelzellen dissoziiert und
die Einzelzell-Suspension zur Analyse im Durchflusszytometer fiir die DC-Aktivierungsmarker
CD54 und CD86 angefarbt. Wir konnten die iDC mittels Co-Féarbung mit dem zellspezifischen
Marker CDA45 in der Zellsuspension identifizieren, sodass eine reine Markeranalyse fur CD54
und CD86 auf den iDC moglich war. Nach der Behandlung mit NiSO4 [380 uM] konnte
tatséchlich auf den aus dem Hautmodell re-isolierten iDC eine signifikante Hochregulierung
der Oberflachenmarker CD54 und CD86 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle [0.2%
DMSO] erstmals nachgewiesen werden (Abb. 6B).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass es uns durch die Integration der THP-1 abgeleiteten iDC
reproduzierbar gelungen ist, ein funktionales immunkompetentes Hautmodell zur qualitativen
Charakterisierung von potenziell sensitivierenden Substanzen zu entwickeln. Damit konnten
wir den fur AP4 formulierten Meilenstein (Immunologische Funktionalitét des Vollhautmodells
in Gegenwart eines starken Kontaktallergens validiert; Priorisierung eines Immunsurrogat

Modells fir die weitere Substanzcharakterisierung) ebenfalls erreichen.

Die Integration von iDC in ein Vollhautmodell, sowie deren Aktivierung im Vollhautmodell
wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Gleichzeitig wurde die Morphologie des
Hautmodells mit der Integration der dendritischen Zellsurrogate nicht verandert und es lag

auch keine basale Inflammation vor.

Die fur AP2 und AP4 formulierten Meilensteine konnten zusammenfassend dahingehend

erreicht werden.
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Abbildung 6: Integration und Aktivierung von iDC. (A) Histologische Analyse der integrierten iDC in das Phenion
Vollhautmodell. Die Hautmodelle wurden an ALI Tag 10 aufgefroren. Keratinozyten wurden mit Cytokeratin 5 (gin)
angefarbt. iDC wurden mit CD45 (rot angefarbt und die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Der
MalRstabsbalken entspricht 20 pm. (B) Die Hautmodelle wurden topisch mit NiSO4[380 uM] sensitiviert. Nach 24 h
wurden die Hautmodelle enzymatisch dissoziiert und die Oberflachenexpression fiir CD45 positive iDC wurde
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Graphiken stellen die Ergebnisse fir n=3 dar. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Two-Way-ANOVA (Dunnett’s multiple comparisons test; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; ***
=p <0.001; **** = p <0.0001).

Nachfolgend sollte gezeigt werden, dass iDC als Surrogate fiir dermale dendritische Zellen im
Vollhautmodell auch zur qualitativen Untersuchung potentieller kosmetischer und
pharmazeutischer Wirkstoffe (AP5) genutzt werden konnen. Hierzu wurde zundchst als
Positivkontrolle Dexamethason ausgewdéhlt. Dexamethason ist ein synthetisches

Glukokortikoid, welches zur Behandlung von allergischen und entzlindlichen Erkrankungen

angewendet wird, um die Immunreaktion zu unterdriicken.

Zunachst wurde die anti-inflammatorische Wirkung von Dexamethason auf mit NiSO4
sensitivierte iDC untersucht. Die Vorbehandlung mit Dexamethason [1 uM] fur 1 h vor der
Sensitivierung der iDC mit NiSO4 [380 uM] fur 23 h resultierte in einer signifikant reduzierten
Anzahl iDC, die CD54 und CD86 exprimieren (Abb. 7A). Zudem konnte die einstiindige
Vorbehandlung mit Dexamethason die Sekretion von IL-8, IL-6 und IL-1p fast vollstandig
unterdriicken (Abb. 7C-E). Nachfolgend wurden auch die Vollhautmodelle mit integrierten iDC
mit Dexamethason [1 pM] vorbehandelt und anschlieBend mit NiSO4 [380 uM] fur 23 h
sensitiviert. Die Vorbehandlung der Hautmodelle mit Dexamethason resultiert ebenfalls in
einer Reduktion der CD54 und CD86 Expression in den integrierten iDC (Abb. 7B). Somit
eignet sich unser immunkompetentes Hautmodell nicht nur zur Identifizierung von Sensitizern,
sondern auch zur qualitativen Untersuchung potentieller Wirkstoffe. Der Meilenstein von AP5
und AP6 (Relevante Marker/ Readouts flr alle Substanzkategorien identifiziert) konnte somit

ebenfalls erreicht werden.

10
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Abbildung 7: Untersuchung der anti-inflammatorischen Wirkung von Dexamethason. Vorbehandlung von iDC (A)
und den immunkompetenten Hautmodellen (B) mit Dexamethason [1 pM] fur 1 h, gefolgt von 23 h Sensitivierung
mit NiSO4 [380 uM]. (C) Sekretion inflammatorischer Zytokine nach 1 h Dexamethason Vorbehandlung, gefolgt von
23 h NiSO4 Sensitivierung. Die Graphiken stellen die Ergebnisse fur n=3 dar. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels Two-Way-ANOVA (Dunnett's multiple comparisons test; * = p < 0.05; **=p <0.01; *** =p <0.001; *** =p
< 0.0001).

Um abschlieBend erstmals ein physiologisch relevantes immunkompetentes Hautmodell mit
Langerhans-Zellen (LCs) und DDCs zu erzeugen, wurden THP-1 abgeleitete DDC-Surrogate
zusammen mit LC-Surrogaten, die aus der menschlichen myeloischen Leukamiezelllinie Mutz-

3 differenziert wurden, in Kombination

in unser humanes Vollhautmodell integriert.
Bemerkenswerterweise zeigte die Behandlung des Hautmodells mit inkorporierten LC- und
DDC-Surrogaten eine frihe Sensibilisierungsreaktion, die sich in einer erhéhten Anzahl CD1la-
positiver Zellen in der Epidermis und Dermis acht Stunden nach der Exposition zeigte (Abb.
8) (AP4, AP5, AP7). Insgesamt birgt unser neu entwickeltes Hautmodell, das integrierte LC-
und DDC-Surrogate enthalt, groRes Potenzial fir die Untersuchung der Aktivierung
die
Sensibilisatoren und Wirkstoffkandidaten nach den 3R-Prinzipien ("Replacement”, "Reduction”
und "Refinement”) (AP7).

dendritischer Zellen (DC) sowie fur Identifizierung und Charakterisierung von
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Abb. 8: Histologische Analyse eines Vollhautmodells nach Integration von Langerhans Zell (LC) und
Dermal Dendritischen Zellsurrogaten (DDC). (A) Immunfluoreszenz Farbung des Hautmodells mit LC
und DDC Surrogaten. LC Surrogate wurden tber CD1a angefarbt (Gelbes Signal). DDC Surrogate
wurden Uber CD45 markiert (Rotes Signal). Zellkerne wurden mittels DAPI angefarbt DAPI (Blau).
MaRstab = 20 um. (B) Quantifizierung des CD1a Signals nach topischer Administration von NiSO4 und
DNCB fir Oh, 8 h, and 24 h. Das Imaging erfolgte Uber eine whole slide image Analyse und wurde
quantifizert als Fold of Induction der CD1a positiven Zellen in der Epidermis und der Dermis. n = 3, mit
*=p<0.05and **=p<0.01).

2. Die wichtigsten Positionen des zahlungsmaRigen Nachweises

Aus den oben dargestellten Arbeiten und Ergebnissen geht hervor, dass die Sachmittel fur die
Kultivierung priméarer Zellen (Keratinozyten und Fibroblasten) und Proteine der extrazellularen
Matrix wie humanes Kollagen, die gemeinsam den Grundbaustein des Hautmodells darstellen,
als auch fur Agenzien zur mehrtagigen Differenzierungsprotokolle der Immunzelllinien
verwendet wurden. Insgesamt war der Sachaufwand fur diese Zellkultur und die mehrtéagigen
Differenzierungsprozesse der Immunzellen zur Vorbereitung und Generierung des

Hautmodells sehr kostenintensiv.

Darlber hinaus erfolgten die Charaktersierungen der Zellen und Modelle Uber zahlreiche
Oberflachenmarker mittels Immunfarbungen und FACS Analysen Uber Epitop spezifische

Antikdrper und entsprechend unterschiedliche gefarbte Sekundarantikérper. Inflammatorische
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Zytokine wurden auf mRNA Level mittels gPCR und auf Proteinebene mittels Multiplexing

Bead ELISA Technologie nachgewiesen.

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeiten

Die in Kapitel 1 dargestellten Arbeiten waren erforderlich, um die Meilensteine von AP2, AP4,
AP5 und AP6 entsprechend der Vorhabensbeschreibung zu erreichen.

4. Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die generierten Ergebnisse sind eine notwendige Grundlage fiir die tierversuchsfreie Testung
potenzieller Sensibilatoren. Darliber hinaus wird eine wichtige wissenschaftliche Grundlage
gelegt, perspektivisch weitere relevante Zelltypen der Haut in das Modell im Sinne einer

modernen Wirkstoffcharakterisierung zu integrieren.

5. Bekannte Fortschritte bei Konkurrenzarbeiten

Nach unserem Kenntnisstand wurden bislang keine Arbeiten beschrieben, die die Integration
von THP-1 als dendritische Zellsurrogate in ein humanes Vollhautmodell adressieren. Auch
wurde bisher keine Doppelintegration von THP-1 und Mutz-3 Zellen (diese in Form von
Langerhans Zellsurrogaten) beschrieben. Unser Vorhaben ist daher nach wie vor innovativ

und nicht beeintréachtigt von den Arbeiten Dritter.
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