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Abstract i

Abstract

The assessment of the risk of chemicals is of crucial importance for public health. Hence,
strict test procedures have been developed for toxicological evaluation of consumer prod-
ucts. The original animal-based test methods are being replaced by alternative methods
due to new scientific findings, economic inefficiency and ethical doubts. For the toxico-
logical endpoint of eye irritation, the first alternative test systems based on ex vivo or in
vitro models have been developed. However, to date no alternative test method has been
able to predict the entire spectrum of eye irritation categories specified in the globally
harmonized system for the classification and labelling of chemicals (GHS). Thus, no
stand-alone test methods can replace the animal-based Draize eye irritation test resulting
in the need of complex integrated testing strategies. Reasons for this are the lack of key
physiological characteristics of the implemented models, species specific differences and
the employed destructive analysis method.

Therefore, this study tested whether a refinement of the used models or a more sensitive
analytical method could improve the predictive power of the eye irritation test. First, new
models of human corneal and skin epithelial cells were developed. Since a key feature of
the human cornea is a lack of cornification, several parameters such as calcium and ret-
inoic acid to reduce the cornification were investigated. In both models the formation of
a stratum corneum could be prevented most effectively by shortening the culture time.
Hence, the models had a more sensitive barrier comparable to the native cornea. However,
only the model based on primary cornea cells showed a cornea-specific expression of the
markers cytokeratin 3 and 12 as well as loricrin. Models based on skin keratinocytes re-
tained a skin-specific phenotype. In addition, a stromal matrix was developed to allow for
the generation of a full-thickness cornea model. For this a cell-seeded collagen hydrogel
was chemically cross-linkined via a polyethylene glycol succinimidyl glutarate generat-
ing a transparent, non-contracting stroma equivalent.

In parallel, a non-destructive highly sensitive analysis method based on impedance spec-
troscopy was developed that allows repeated measurements of the tissue integrity. To
improve the measurement of the barrier in three-dimensional models, a new parameter,
the transepithelial electrical resistance (TEER) at the frequency of 1000 Hz, the
TEER1000 Hz Was defined. By combining the developed corneal epithelial cell models with
the TEER1000 H- Measurement, the predictivity of the eye irritation test could be increased
to 78 - 100 %. Moreover, the TEER1000 Hz allowed for the first time to detect the persis-
tence of irritative effects by repeated measurements in an in vitro model and thus to dis-
tinguish between all GHS categories. The scientific yield of this research work is there-
fore a new test method that can detect all GHS categories in a single in vitro test and holds
the possibility to completely replace the Draize eye irritation test.
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Zusammenfassung

Die Risikobewertung von Chemikalien ist fur die ¢ffentliche Gesundheit von entschei-
dender Bedeutung, weshalb strenge Testverfahren zu deren toxikologischer Begutach-
tung angewandt werden. Die urspringlich tierbasierten Testverfahren werden aufgrund
von neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen und wegen 6konomischer Ineffizienz sowie
ethischer Fragwirdigkeit immer mehr durch alternative Methoden ohne Tiermodelle er-
setzt. Fur den toxikologischen Endpunkt der Augenreizung wurden bereits die ersten al-
ternativen Testsysteme auf der Basis von ex vivo- oder in vitro-Modellen entwickelt. Je-
doch ist bis dato kein alternatives Testsystem in der Lage, das gesamte Spektrum der
verschiedenen Kategorien der Augenreizungen nach dem global harmonisierten System
zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien (GHS) vorherzusagen und damit
den tierbasierten Draize-Augenreizungstest vollends zu ersetzen. Griinde hierftr sind feh-
lende physiologische Merkmale im Modell sowie eine destruktive Analysemethode.

Aufgrund dessen wurden in dieser Studie die Hypothesen getestet, ob ein verbessertes In-
vitro-Modell oder eine zerstérungsfreie, hochsensitive Analysemethode die VVorhersage-
kraft des Augenreizungstests verbessern kénnen. Daflr wurden zundchst neue Modelle
aus humanen Hornhaut- und Hautepithelzellen entwickelt. Die Modelle aus primaren cor-
nealen Zellen zeigten eine gewebespezifische Expression der Marker Zytokeratin 3 und
12 sowie Loricrin. In beiden Modellen konnte durch die Verkiirzung der Kulturdauer die
Ausbildung einer Hornschicht verhindert werden. Die Modelle wiesen dadurch eine sen-
siblere Barriere vergleichbar der nativen Cornea auf. Darlber hinaus konnte durch die
chemische Quervernetzung mit Polyethylenglykolsuccinimidylglutaratester ein transpa-
rentes, nicht kontrahierendes Stroma-Aquivalent etabliert werden. Der Stroma-Ersatz
konnte zur Generierung von Hemi- und Voll-Cornea-Aquivalenten eingesetzt werden und
lieferte somit erste Ansatzpunkte fur die Rekonstruktion der nativen Hornhaut.

Parallel dazu konnte ein zerstérungsfreies Analyseverfahren basierend auf der Impedanz-
spektroskopie entwickelt werden, das wiederholte Messungen der Gewebeintegritét zu-
lasst. Zur verbesserten Messung der Barriere in dreidimensionalen Modelle wurde hierfir
ein neuer Parameter, der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) bei der Frequenz
von 1000 Hz, der TEER1000 H, definiert, der eine genauere Aussage uber die Integritat der
Modelle zul&sst. Durch die Kombination der entwickelten cornealen Epithelzellmodelle
mit der TEER1000 H-Messung konnte die Pradikitivitdt des Augenreizungstests auf
78 - 100 % erhoht werden. VVon besonderer Bedeutung ist dabei, dass die nicht destruktive
Messung des TEER1000 Hz zum ersten Mal erlaubte, die Persistenz von Irritationen durch
wiederholte Messungen in einem in vitro-Modell zu erkennen und somit die GHS-Kate-
gorie 1 von GHS-Kategorie 2 zu unterscheiden. Der wissenschaftliche Gewinn dieser
Forschungsarbeit ist ein neues Testverfahren, das alle GHS-Kategorien in einem einzigen
in vitro-Test nachweisen und den Draize-Augenreizungstest ganzlich ersetzen kann.
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1  Einleitung

Das menschliche Auge ist fiir die optische Wahrnehmung unserer Umwelt zusténdig. Da-
mit Licht die sensorischen Zellen der Retina erreicht, ist das Auge nur durch ein diinnes
und transparentes Gewebe, die Cornea, geschutzt. Im Vergleich zur Epidermis der Haut
ist die Cornea nicht verhornt und deshalb anfélliger fiir mechanische und chemische Ver-
letzungen. Aufgrund der zentralen Bedeutung unseres Sehsinns und seiner Verletzlichkeit
wurden standardisierte Testprotokolle entwickelt, um die potentielle Schadlichkeit von
chemischen Substanzen und Konsumgutern fiir das menschliche Auge einzuschatzen
(Abbildung 1).

Der derzeitige Goldstandard hierfur ist der Draize-Augenreizungstest, bei dem das Ge-
fahrenpotential von Chemikalien mithilfe von lebenden Albino Kaninchen eingeschatzt
wird. Jedoch kam es aufgrund wissenschaftlicher und ethischer Bedenken zu Anderungen
in der Gesetzgebung und die Forderungen nach dem Ersatz von Tierversuchen durch al-
ternative Methoden mehren sich in den westlichen Gesellschaften. Die Alternativen zum
Tierversuch kénnen anhand der Modelle in silico, ex vivo und in vitro eingeteilt werden.
Fur die Modellierung der Testmethode ist es wichtig, die Anatomie des Auges und die
Interaktion von Chemikalien mit dem Gewebe zu verstehen. Dartiber hinaus kdnnten al-
ternative Testsysteme die Pradiktion der toxikologischen Testungen verbessern®.

Zweck der Tierversuche in der Européischen Union

Toxikologie 8,75 % .

Bl Grundlagenforschung

B Produktion und Qualtitaskontrolle Medizin
@l Toxikologie und Unbedenklichkeitsprifungen
3 Diagnose von Krankheiten

@8 Aus- und Fortbildungen

Bl Andere

Insgesamt: 11,5 Millionen Tiere

Abbildung 1: Einsatz von Tieren in der europdischen Union. 1004 873 beziehungsweise 8,75 % der
11,5 Millionen Tiere wurden fir toxikologische und andere Sicherheitsprifungen in 2011 in der europai-
schen Union eingesetzt.

1.1 Die Anatomie des menschlichen Auges

Wirbeltiere haben ein hoch sensibles optisches Sinnesorgan zur Orientierung und Kom-
munikation entwickelt. Da die Funktion des Auges einer exponierten Lage bedarf, hat die
Evolution mehrere Schutzmechanismen entwickelt. Eingebettet in Muskeln, Fett und
Bindegewebe in der Orbita des menschlichen Schédels, ist der Bulbus oculi gut gegen
mechanische Einwirkungen geschitzt. Weiteren Schutz bietet der Aufbau des Auges
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selbst. Die drei Schichten des Auges, &uBere (Tunica fibrosa bulbi), mittlere (Uvea) und
innere Augenhaut (Retina) umgeben den Glaskorper (Corpus vitreum). Die aufl3ere
Schicht, Tunica fibrosa bulbi, gibt dem Auge Form und besteht aus Lederhaut (Sclera)
und Hornhaut (Cornea)?. Die Sklera ist ein dickes milchiges Gewebe, das 95 % des Auges
bedeckt und vor inneren und &ulleren Einwirkungen schutzt. Die Sklera dient des Weite-
ren als Ansatzpunkt fir die Skelettmuskulatur. Die Cornea bildet den duRReren vorderen
Teil des Auges und ist transparent, damit Licht ins Auge durch die Linse und auf die
Retina treffen kann. Sie umfasst 11 mm im Durchmesser, ist 400 - 600 pm dick und ent-
halt keine BlutgefaRe. Da die Cornea die duferste und funktional wichtigste Barriere des
Auges ist, wird sie bevorzugt zur Testung der Augenirritation eingesetzt. Die Cornea wird
in finf Schichten untergliedert: (1) vorderes Hornhautepithel (Epithelium corneae), (1)
Bowman-Membran (Lamina limitans anterior), (111) Stroma (Substantia propria), (1V)
Descement-Membran (Lamina limitans posterior), (V) Cornea-Endothel (Endothelium
corneae) (Abbildung 2)2. Das mehrschichtig unverhornte Epithel besteht aus 5 - 7 Zell-
schichten mit hoher mitotischer Aktivitat, die zu einer Erneuerung aller Zellen innerhalb
von 7 - 10 Tagen fihrt®. Es dient als Barriere fiir Pathogene und verhindert die Dehydra-
tation des Stromas durch eine Vielzahl an Zell-Zell-Kontakten. Die Bowman-Membran
ist eine dunne (10 - 15 um), zellfreie Schicht aus Kollagen | und V. Sie separiert das
Epithel vom Stroma. Das Stroma ist mit 500 um Dicke der groRte Teil der Cornea und
gewabhrleistet deren strukturelle Integritat. Es wird von den stromalen Zellen beziehungs-
weise Keratozyten produziert und ist ein hochorganisiertes Netzwerk aus Kollagen, um
die Transparenz des Gewebes zu gewahrleisten. In 100 - 200 Lamellen bilden die haupt-
séchlich Kollagen Typ I-Fibrillen ein streng parallel und orthogonal ineinander verwobe-
nes Netz, das die Transparenz und Stabilitat der Cornea ausmacht®. Die Descement-
Membran ist ahnlich wie die Bowman-Membran eine zellfreie, 5 -15 um dicke Schicht
aus Kollagen Typ IV und VIII, die das Stroma vom Endothel trennt®. Sie wird von dem
einschichtigen Endothel gebildet. Das Endothel besteht hauptsachlich aus hexagonalen
Endothelzellen. Im Alter nimmt die Anzahl der Endothelzellen ab und die Zellen verlie-
ren ihre hexagonale Form aufgrund von Hypertrophierung. Das Endothel ist in direktem
Kontakt mit dem Kammerwasser der vorderen Augenkammer, Uber den sie den Stoff-
wechselaustausch fiir die Cornea sichert!2,
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Abbildung 2: Anatomie des menschlichen Auges und der Cornea. (A) Frontansicht und Querschnitt des
menschlichen Auges. (B) Aufbau der menschlichen Cornea.

1.2 Die Augenirritation als Gesundheitsrisiko

1.2.1 Mechanismus der Augenirritation

Tausende Substanzen in Pharmaka und Kosmetika, aber auch anderen Konsumgutern
sind in der Lage, das Auge zu irritieren oder zu verletzen. Deshalb ist das Risikomange-
ment eine wichtiger Bestandteil des Gesundheitswesens®.

Die Verursacher der Augenirritation kdnnen nach ihren spezifischen molekularen Me-
chanismen eingeteilt werden’. Dabei werden Zellschaden durch eine Vielfalt an chemi-
schen Reaktionen ausgeldst. Der Zusammenbruch der Zellmembran zum Beispiel durch
Tenside fiihrt zur Zellmembranlyse. Die Denaturierung und Koagulation von Makromo-
lekilen, insbesondere von Proteinen durch Sauren, Basen oder organischen Losungsmit-
teln fuhren zu Zellschadigungen. Zellmembranlyse und Koagulation durch Verseifung,
also die Hydrolyse von Lipiden durch Basen, sind eine weitere Ursache fiir Augenirrita-
tionen. Alle Chemikalien, die mit zelluldren Komponenten reagieren wie Alkylierung
oder Oxidation von Makromolekdilen sind in der Lage, Zellstress, Koagulation und Zell-
lyse zu verursachen. Man kann bei diesen Gruppen von einer verzogerten Reaktion aus-
gehen, da die erste Reaktion oft unauffallig verlauft (Peroxide und Bleichmittel)1%-°, Die
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zugrunde liegenden Mechanismen sind fur die Entwicklung von Testsystemen von be-
sonderer Bedeutung, um diese im Modell zu rekapitulieren und mit der Analysemethode
erfassbar und messbar zu machen. Fir die Einstufung des Gefahrenpotentials ist dieses
System jedoch zu komplex und die Vereinten Nationen (UN) haben deshalb ein leicht
verstandliches, einheitliches System entwickelt.

1.2.2 Das global harmonisierte System zur Einstufung und
Kennzeichnung von Chemikalien fur die Augenirritation

Zum Verbraucherschutz missen alle potentiell geféhrlichen Stoffe fur das Auge auf den
Produkten gekennzeichnet werden. Das global harmonisierte System zur Einstufung und
Kennzeichnung von Chemikalien fiir die Augenirritation (GHS) definiert zwei Katego-
rien flr Augenirritation. Substanzen, die keine nachteilige Wirkung fur das Auge haben,
bendtigen keine Kennzeichnung (keine Kategorie). Hingegen werden Chemikalien, die
einen reversiblen Effekt wie etwa Augenreizung hervorrufen, in Kategorie 2 eingeordnet.
Irreversible Effekte beziehungsweise Schaden werden in Kategorie 1 eingestuft und als
schwere Augenschadigung bezeichnet. Je nach Dauer des Effekts wird von den Vereinten
Nationen die Kategorie 2 nochmals in zwei Subklassen untereilt. Ist der Effekt nach 7
Tagen abgeklungen, spricht man von einer milden Irritation, Kategorie 2B. Dauert der
Effekt Uber 21 Tage, geht man von einer schwerwiegenden Irritation, Kategorie 2A, aus.
Diese Subkategorisierung in Kategorie 2A und 2B wurde jedoch nicht von der Européi-
schen Union tbernommen. (Abbildung 3).

Global harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung
von Chemikalien fiir Augenreizung

Kategorie 1 Kategorie 2
Schwere Augenschaden Augenreizung
Irrversible Effekte Reversible Effekte

»keine Kategorie”
Keine schadlichen Effekte

Kategorie 2A Kategorie 2B
Schwere Augenreizung Augenreizung
Reversibel in 21 Tagen Reversibel in 7 Tagen

Abbildung 3: Global harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien flr den
Endpunkt Augenreizung.
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Zur Einordnung in die drei Kategorien wurden verschiedene in vivo-, ex vivo- und in
vitro-Testsysteme entwickelt, von denen der Draize-Augenreizungstest als die Referenz-
methode seit den 50iger Jahren gilt!112,

1.2.3 Der Draize-Augenreizungstest

Wie in den 50iger Jahren Ublich, wurde die Augenirritation an Tieren wie Kaninchen
getestet. Methodisch gesehen, gab es unterschiedliche Anséatze, bis 1944 der Toxikologe
John H. Draize von der amerikanischen Behorde fiir Lebens- und Arzneimittel (Food and
Drug Administration, FDA) einen standardisierten Test veroffentlichte. Diese Methode
verbreitete sich in Fachkreisen schnell weltweit und ist als der Draize-Augenreizungstest
bis heute bekannt und im Einsatz*!.

Zur Prifung setzt der Test Albino-Kaninchen ein, um das Gefahrenpotential von Sub-
stanzen fur das menschliche Auge zu evaluieren. Im urspringlichen Test wurde ein Vo-
lumen von 0,01 - 0,1 ml der Testsubstanz ins Auge von drei bis sechs Kaninchen appli-
ziert. Bei Verwendung von Feststoffen wurden diese kleingemahlen und anschlieRend
aufgetragen. Die Substanzen wurden dem fixierten, aber wachen Tier in den Bindehaut-
sack der Konjunktiva appliziert. Blinzeln war erlaubt, wobei die Augenlider fiir mehrere
Sekunden zugehalten werden durften, um die Auftragung zu verbessern. Die Augen wur-
den nach der Applikation in der Regel im Rhythmus von 1 Stunde, 1 Tag sowie 3 Tagen
untersucht; dieses Verfahren konnte bis auf 21 Tage ausgeweitet werden. Alle Anzeichen
von kornealer Tribung, Iritis, konjunktivaler Rotung oder konjunktivaler Chemosis wur-
den aufgezeichnet und nach Schweregrad in einer Wertungstabelle eingestuft. Nach den
Versuchen werden die Tiere euthanasiert'?. In Ubereinstimmung mit der GHS werden die
Substanzen mithilfe der Wertungstabelle in zwei Kategorien eingeteilt: Kategorie 1 ist
definiert durch einen Draize-Wert korneale Triibung > 3 und / oder Iritis > 1,5 und / oder
durch die Persistenz eines Wertes > 0 an Tag 21; Kategorie 2 ist definiert durch einen
Draize-Wert 1 < korneale Tribung <3 und/oder 1 <lIritis<1,5 und/oder konjunkti-
vale R6tung > 2 und / oder konjunktivale Chemosis > 2 (Tabelle 2)*3.

Tabelle 2: Klassifikationsschema nach dem UN GHS fir Augenirritation

Endpunkt Bewertungsbereich GHS Kategorie1 GHS Kategorie 2*
Korneale Trilbung (KT) 0-4 KT >3 und/ oder 1<KT <3 und/oder
Iritis (IR) 0-2 IR>3 1<IR < 1,5 und/ oder
Konjunktivale Rétung (KR) 0-3 KR > 2; und/ oder
Konjunktivale Chemosis (KC) 0-4 KC > 2; und/ oder

*Alle Effekte missen innerhalb von 21 Tagen wieder abgeklungen sein.
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Die Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for
Economic Co-operation and Development, OECD) nahm den Draize-Augenreizungstest
1981 in Testrichtlinie (TG) 405 auf. Die Richtlinie wurde im Anschluss noch viermal
iiberarbeitet und zwar in 1987, 2002, 2012 und 2017 *2. Die Verbesserungen beinhalten
eine vorangehende Analyse vorhandener Daten, um die Notwendigkeit des Tests zu ge-
wahrleisten, den Einsatz von Analgetika und Andsthetika, um das Leiden der Tiere zu
reduzieren und eine sequentielle Teststrategie, beginnend mit nur einem Tier, um die Ge-
samtanzahl der eingesetzten Tiere zu reduzieren 2. Zusatzlich wurde noch eine Variante
mit einem geringeren Substanzvolumen entwickelt. Bei dem sogenannten ,,Jow volume
eye test werden nur 10 pl direkt auf die zentrale Cornea appliziert. Die Absicht hinter
dieser Variante war, dass es besser die menschliche Antwort wiederspiegeln wirde, da
man dachte der Draize-Augenreizungstest wiirde das Gefahrenpotential fur das mensch-
liche Auge iiberschatzten®,

Trotz dieser Verbesserungen steht der Draize-Augenreizungstest aus wissenschaftlicher,
okonomischer und ethischer Sicht in der Kritik®®. Die Hauptkritikpunkte sind in der Me-
thodik selber zu finden: Speziesunterschiede zwischen den menschlichen Augen und de-
nen der Kaninchen, die Benutzung und die Interpretation der Wertungstabelle, Reprodu-
zierbarkeit und Relevanz der Ergebnisse sowie 6konomische Kosten und ethische Beden-
ken®%1° Zudem gibt es neue Verordnungen wie zum Beispiel die der EG Nr. 1907/2006:
,Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals*“(REACH), die ei-
nerseits den Einsatz von Tierversuchen noch vervielfachen werden, andererseits aber
auch die Entwicklung von Alternativen zu Tierversuchen fordern, um die 6ffentliche Ge-
sundheit vor Produkten ohne Unbedenklichkeitsgutachten durch toxikologische Untersu-
chungen zu schiitzen®.

Urspriinglich wurde der Draize-Augenreizungstest zur Untersuchung der Wirkung von
Pharmaka und Kosmetika entwickelt und deckt deshalb nicht das gesamte toxikologische
Spektrum der Chemikalien und Expositionsformen ab. Expositionszeit und Konzentrati-
onen unterschieden sich von angenommenen menschlichen Expositionen durch Unfélle.
Hinzu kommt, dass die Bewertung selbst nur auf makroskopisch ausgesuchte und ge-
wichtete Merkmale Ricksicht nimmt und nicht-makroskopische Aspekte komplett ver-
nachléssigt!’.

Nur die Ergebnisse aus Kategorie 1 (73 % Reproduzierbarkeit) oder von nicht kennzeich-
nungspflichtigen Substanzen (93 % Reproduzierbarkeit) weisen eine vermeintlich ge-
ringe Varianz auf, da hier keine oder stark ausgepréagte biologische Reaktionen vorliegen,
die makroskopisch leichter zu identifizieren sind; im Gegensatz zu milden oder leicht
reizenden Substanzen (15,5 %-32,9% Reproduzierbarkeit), die hdufig zu mehrdeutigen
Ergebnissen fiihren®2122, Generell sind tierische Modelle umstritten, weil sie physiologi-
sche und anatomische Unterschiede zum Menschen vernachldssigen. So unterscheidet
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sich das Kaninchen- vom Menschenauge durch eine andere Zusammensetzung der Tra-
nenfllssigkeit und eine groRere korneale Flache bei einer insgesamt dinneren Cornea
ohne Bowman-Membran®®. Auch Applikationsort, Geschwindigkeit der Substanzgabe
sowie der tierische Augenreflex wéhrend der Substanzapplikation haben signifikanten
Einfluss auf das Ergebnis?t. Dazu kommt die subjektive Einschatzung des Schweregrades
durch den Experimentator, die zu Fehleinschétzungen fiihren kann'”-?324, Hieraus ergeben
sich dann unterschiedliche Ergebnisse zwischen Laboren und eine schlechtere methodi-
sche Reproduzierbarkeit. Selbst wenn dieses Problem durch eine gréRere Versuchstier-
anzahl verbessert werden konnte, ist es weder 6konomisch noch ethisch erstrebenswert.

1.3 Die alternativen Testmethoden zur Augenreizungstestung

Aus wissenschaftlichen, ethischen und 6konomischen Griinden ist die Entwicklung von
Alternativen zum Tierversuch dringend bendétigt. Dies realisierte unter anderem das in
2013 erlassene Verbot kosmetische Produkte auf dem europaischen Binnenmarkt zu ver-
kaufen, die an Tieren getestet werden®®. Deshalb unterstiitzt und entwickelt die Industrie
alternative Methoden, um neue Produkte auf den européischen Markt bringen zu kénnen.
Dies geschieht im Einklang mit der EU-Richtlinie REACH, damit die prognostizierten
millionenfachen Tierversuche durch alternative Methoden reduziert werden?®. Die alter-
nativen Methoden kdnnen anhand des Modellsystems, das verwendet wird, um das Ge-
fahrenpotential vorherzusagen, eingeteilt werden. In silico-MaRnahmen nutzen compu-
terbasierte Verfahren, um mithilfe bekannter Daten das Gefahrenpotential anderer Che-
mikalien mit &hnlichen molekularen Strukturen vorherzusagen. Ex vivo-Tests nutzen tie-
rische Gewebe und in vitro-Tests setzen Proteine, Zellen und in vitro generierte Gewebe
ein, um die Schadlichkeit einer Substanz zu bestimmen. Im Folgenden werden die am
weitesten entwickelten Testverfahren anhand ihres Testmodells vorgestellt.

1.3.1 In silico-Tests

In silico-Modelle kénnen ein einfacher erster Schritt sein, um Chemikalien zu analysieren
und zu kategorisieren. Sie bendtigen keine Tiere, sind giinstig und kommen innerhalb von
Minuten zu einem Ergebnis. Die quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehung (Quantita-
tive structure—activity-relationships, QSAR) wird eingesetzt, um den biologischen Effekt
einer ungetesteten Chemikalie durch deren strukturelle Ahnlichkeit zu einer bekannten
Chemikalie analog abzuleiten. Chemische Datenbanken kdnnten theoretisch durch pro-
grammierte Algorithmen die Toxizitat einer ungetesteten Chemikalie anhand ihrer mole-
kularen Struktur vorhersagen. Es sind bereits verschiedene gepriifte Softwarepakete ver-
flgbar. In silico-Verfahren sind vor allem durch die Qualitat und der Quantitét der ver-
flgbaren Daten limitiert. Die Daten stammen in der Regel aus Tierversuchen, ex vivo-
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oder in vitro-Experimenten. Das ist auch der Grund, warum in silico-Methoden nicht al-
lein fur sich selbst funktionieren. Die Grundidee ist die computergestiitzte Analyse in
Verbindung mit anderen Methoden einzusetzen, um wesentliche Endpunkte zu erkennen,
anstatt das komplette toxikologische Spektrum einer Chemikalie zu prognostizieren?’,

1.3.2 Ex vivo-Tests

Schon in den 1980iger und 1990iger Jahren wurden Multilaborstudien durchgefihrt, um
Alternativen zum Draize-Augenreizungstest zu finden'!. Wahrend dieser Studien wurden
organotypische Modelle eingefuhrt, um das Augenreizungspotential zu evaluieren. Die
Verfahren bendétigen keine lebenden Tiere, aber nutzen Corneas, die post mortem von
Tieren gewonnen werden. Damit sind organotypische Methoden keine Tierversuche nach
geltender Rechtsgrundlage. Am haufigsten werden Rinder-, Kaninchen- oder Hilhnerau-
gen zur Evaluation des Augenreizungspotential eingesetzt.

Der bovine Cornea Triibungs- und Permeabilitatstest (Bovine corneal opacity and perme-
ability test, BCOP) verwendet Rinderaugen von Schlachttieren, die entkernt ins Labor
gebracht, auf Defekte untersucht, vom Rest des Auges isoliert und in einer Hornhautkam-
mer fixiert werden. Zur Testung werden die Rinderh&ute fiir 10 Minuten Flussigkeiten
und fur 4 Stunden Feststoffen ausgesetzt. AnschlieBend werden sie gespult und fur 2
Stunden inkubiert. Toxische Effekte der Testsubstanz auf die Hornhaut werden durch die
Fahigkeit, Tribung und erhohte Permeabilitat zu induzieren, gemessen. Die Hornhauttri-
bung wird quantitativ durch die Menge der Lichttransmission durch die Hornhaut gemes-
sen. Natriumfluorescein-Farbstoff, der alle Schichten der Hornhaut passiert und die un-
tere Kammer erreicht, liefert Informationen Gber die Permeabilitat des Gewebes. Die Me-
thode wurde 2009 als OECD-Richtlinie anerkannt und 2013 aktualisiert?®2°, Der BCOP-
Assay ist geeignet schwere Augenschaden (GHS, Kategorie 1) und nicht irritierende Sub-
stanzen (,,keine Kategorie*) vorherzusagen. Anstelle von Rinderhornh&uten haben Piehl
et al. porcine Corneas fiir den sogenannten okularen Reversibilitatstest eingesetzt (Ocular
reversibilty assay, PorCORA)%. Porcine Corneas ahneln dem menschlichen Auge in Di-
cke und Struktur eher als die von Kaninchen. Dieser Test hat Potential fur die Risikobe-
wertung, da er in einer Studie die GHS-Kategorien 1 und 2 unterscheiden konnte3!. Der
Test wurde jedoch nicht offiziell validiert und von den Zulassungsbehérden angenom-
men.

Der Huhnerei-Test (Hen's egg test - chorioallantoic membrane, Het-CAM) verwendet
kein korneales Gewebe, sondern die Chorioallantoismembran von befruchteten Hiihner-
eiern. Die Eier kdnnen bis zum zehnten Tag nach der Befruchtung verwendet werden, da
die Entwicklung des embryonalen Nervensystems nicht vor diesem Tag abgeschlossen
ist. Es wird angenommen, dass das Testmaterial &nhnliche Wirkungen auf die Membran
wie auf das Auge hat. Die Testsubstanz wird nach der Mdglichkeit klassifiziert, Hdmor-
rhagie, Lyse und Koagulation der Blutgeféale in der Membran zu verursachen. Somit ist
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der Het-CAM-Test die einzige organotypische Methode, die direkt konjunktivale Effekte
adressiert. Urspriinglich entwickelt von Luepke et al. zeigt der Test eine hohe VVorhersag-
barkeit fiir milde und nicht reizende Testmaterialien®223, Der Het-CAM-Test ist validiert,
wird aber nicht von der amerikanischen Behdrde fir Validierung von Alternativen zu
Tierversuchen (Interagency Coordination Committee on the Validation of Alternative
Methods, ICCVAM) empfohlen. Mit der Begriindung das Alkohole, klebrige Materialien,
farbige Chemikalien und Feststoffe, die physikalischen Abrieb verursachen, anféllig fur
Fehlklassifizierungen sind.

Beim isolierten Hiihneraugen-Test (isolated chicken eye test, ICE) und isolierten Kanin-
chenaugen-Test (isolated rabbit eye test, IRE) werden die Augen von Hihnern bezie-
hungsweise Kaninchen enthommen, entkernt und die zu testenden Substanz auf die Cor-
nea aufgetragen. Die toxischen Effekte werden anhand der Triibung, Schédigung des
Epithels und der Quellung der Cornea ausgewertet.

Zwischen 2003 und 2006 wurde eine retrospektive Validierungsstudie von vier organo-
typischen Testsystemen BCOP, Het-CAM, ICE- und IRE-Test durchgefihrt, in der die
Fahigkeit dieser Assays, schwere Augenreizungen zu erkennen, untersucht wurde. Zwei
Testmethoden, der BCOP- und der ICE-Test, wurden im Rahmen eines Top-Down-An-
satzes wissenschaftlich validiert, um Augen schadigende und schwere Reizstoffe zu iden-
tifizieren, die 2009 zu zwei OECD-Richtlinien fiinrten?®34%, Im April 2013 erweiterten
die aktualisierten Testrichtlinien den Einsatz von BCOP- und ICE-Testmethoden in ei-
nem Bottom-up-Ansatz, um bestimmte Chemikalien als nicht kennzeichnungspflichtige
zu erkennen. Fir den ICE-Test treten jedoch hohe falsch-positive Ergebnisse fur Alko-
hole und hohe falsch-negative Ergebnisse fiir Feststoffe und Tenside auf3®. Fiir den
BCOP-Assay wurden hohe falsch-positive Raten fur Ketone, Feststoffe, Alkohole und
nicht reizende Substanzen gefunden?.

Organotypische Methoden bieten eine dreidimensionale Umgebung in der die Struktur
und Funktion des Auges erhalten sind. Dennoch sind diese Testsysteme auf tierisches
Gewebe angewiesen und mit den gleichen Artunterschieden konfrontiert wie die in vivo-
Versuche. Um diese Limitation zu umgehen und kein tierisches Material zu verwenden,
wurden verschiedene zweidimensionale in vitro-Testsysteme aus menschlichen Zellen
entwickelt.

1.3.3 In vitro-Tests

1.3.3.1 Zweidimensionale Zell-Tests

Zellbasierte Testsysteme werden auf der Grundlage eingesetzt, dass irritierende Substan-
zen auch zytotoxische Effekte an bestimmten Zelltypen aufweisen. Die Zellschaden kon-
nen durch Koagulation von Makromolekiilen, Zellmembranlysis, Verseifung von Lipi-
den, Alkylierung und \ oder kovalenten Reaktionen mit Makromolekiilen entstehen®®37:38,
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Zellfunktionstests sind simpel, schnell und wegen der geringen Kosten hervorragend fur
Hochdurchsatz-Screenings geeignet.

Der Cytosensor Microphysiometer-Test (CM) evaluiert den Einfluss von Testsubstanzen
auf die metabolische Aktivitat von L929 Mausfibroblasten, um Ruckschlisse auf deren
Augenreizungspotential zu gewinnen. Die Zellen werden ansteigenden Konzentrationen
der Testsubstanz ausgesetzt, gewaschen und deren metabolische Aktivitat Gber die extra-
zellulére Azidifizierung gemessen. Der CM-Assay ist fir die Identifizierung von nicht
GHS-kennzeichnungspflichtigen und zur GHS-Kategorie 1 gehdrenden Substanzen emp-
fohlen. 2012 wurde ein OECD-Entwurf erstellt, der noch zur Diskussion steht %,

Der Neutralrot-Freigabe-Assay (Neutral red release assay) macht sich zunutze, dass Zel-
len den Farbstoff Neutralrot inkorporieren und in den Lysosomen binden. Zytotoxische
Prozesse verhindern diese Aufnahme. Der Assay wurde erfolgreich in Kombination mit
dem Het-Cam und IRE getestet, um Materialien, die schwere Augenreizungen hervorru-
fen, zu identifizieren®-42,

Der Fluorescein Auslauftest (Fluorescein leakage assay, FL) wird als in vitro-Methode
eingesetzt, um wasserldsliche oder Suspensionen von korrosiven oder augenschadigen-
den Substanzen zu evaluieren. Madin Darby Kidney CB 997 tubulére Epithelzellen wer-
den hierfir in einem Transwell-System bis zur Konfluenz kultiviert. Die Permeabilitat ist
erhoht, wenn die Testsubstanz die Zona occludens (Tight junctions) stort. Der FL-Test
wurde 2012 in die OECD-Testrichtline 460 aufgenommen. Der Test ist nicht geeignet,
um farbige, viskose, starke Sauren oder Basen, Zellfixanzien oder sehr fliichtige Substan-
zen zu evaluieren *,

Die zweidimensionalen Zellkulturen der in vitro-Testverfahren konnten mithilfe des
Tissue Engineerings zu dreidimensionalen Geweben weiterentwickelt werden.

1.4 Das okulare Tissue Engineering fur alternative
Testmethoden

Tissue Engineering ist ein interdisziplindres Forschungsgebiet, das Ingenieurs- und Le-
benswissenschaften verbindet, um menschliches Gewebe aus der Retorte herzustellen.
Urspriinglich geboren aus der Idee, Gewebeversagen zu reparieren und durch individuelle
Implantate zu ersetzen, bietet Tissue Engineering darlber hinaus die Mdglichkeit, kom-
plexe Gewebe als Testsysteme einzusetzen und Tierversuche zu reduzieren.

Um ein Gewebe herzustellen, werden verschiedene Zelltypen, eine Nahrstoffversorgung
und Tragerstrukturen kombiniert (Abbildung 4). Die Zellen werden aus Biopsien, Zellli-
nien oder aus differenzierten Stammzellen gewonnen. Nach der Expansion der Zellen
kdnnen diese auf die Tragerstruktur, die aus synthetischen oder organischen Material be-
stehen kann, ausgesdt werden, um die Gewebearchitektur nachzubilden. Bioreaktoren
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kénnen weitere dynamische Aspekte wie Blutfluss oder Peristaltik evozieren*. Die Ge-
webearchitektur und Zellbiologie sind die Grundbausteine, um représentative Gewebe-
modelle fur eine bestimmte Fragestellung zu erzeugen. Mithin erscheint es fiir diesen
wissenschaftlichen Ansatz naheliegend, vielversprechend und aussichtsreich, das Tissue
Engineering als probate Methode der Wahl einzusetzen, um ein neues, quantitativ verein-
fachendes, qualitativ 6konomisch und ethisch verbessertes alternatives Testsystem fir die
Augentoxikologie zu gewinnen.

Zelltrager

Zellexpansion

4“3:’.»

Testsystem

oL
4

Abbildung 4: Grundprinzip des Tissue Engineerings. Dargestellt sind die Hauptschritte im Tissue Engine-
ering-Prozess, um menschliche Implantate oder Testsysteme herzustellen®,
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1.4.1 Dreidimensionale Cornea-Epithelmodelle

Organotypische und zellbasierte Tests sind vielversprechende Methoden, aber sie weisen
dennoch Unterschiede im Vergleich zum menschlichen Auge auf. Speziesunterschiede
fiihren bei organotypischen Modellen zu Uber- oder Unterschatzungen von irritierenden
Effekten. Zweidimensionale Zellkulturtests kdnnen nicht die nattrliche Gewebearchitek-
tur von dreidimensionalen Geweben nachbilden. Des Weiteren kann die harte und starre
Oberflache des Zellkulturplastiks den Metabolismus und die Funktion der Zellen verén-
dern®®. Zweidimensionale Systeme sind dariiber hinaus auf wasserl6sliche Testsubstan-
zen beschrankt, wohingegen dreidimensionale Testsysteme die Testung von hydrophoben
Flussigkeiten und Feststoffen zulassen. Um die Nachteile der konventionellen zweidi-
mensionalen Kultur zu tberwinden, wurden grofRe Anstrengungen unternommen, um
dreidimensionale Cornea-Modelle mithilfe des Tissue Engineering zu entwickeln®.

Mehrreihige Epithelien, wie das corneale Epithelium, sind durch einen mehrschichtigen
Aufbau und eine daraus resultierende charakteristische Barriere-Funktion gekennzeich-
net. In der Regel kénnen deswegen dreidimensionale Gewebe mechanischen oder chemi-
schen Schaden besser widerstehen als ein einschichtiger Zellrasen*’. In den friihen 80iger
Jahren haben Bell et al. das erste rekonstruierte Hautédquivalent entwickelt. Seitdem ist
bekannt, dass die Kultivierung von Gewebeédquivalenten an einer Luft-Flissigkeitsphase
zur Rekonstruktion von mehrschichtigen Epithelien mit ahnlichem anatomischen Aufbau
wie das physiologische Gewebe beitragt*®. Diese Gewebeaquivalente kdnnen sogar unter
den richtigen Bedingungen die Barrierefunktion der Ursprungsgewebe nachstellen. Die
Penetration von toxischen Substanzen wird durch diese Barriere limitiert und stellt somit
eine essentielle GroRe in der Bewertung von reizenden Chemikalien dar*®°,

Das corneale Epithel ist die erste Barriere fir Substanzen, die in die Augen kommen, was
bedeutet, dass die Substanzen in direktem Kontakt mit dem Epithelium stehen. Rekon-
struierte humane corneale Epithelien (RCE) konnten schon fiir Augenreizungstests, zell-
physiologische Untersuchungen, Metabolismusanalysen, Entwicklung von Transportsys-
temen sowie Barriere- und Transportstudien eingesetzt werden?®°152,

In der Hauttoxikologie konnten bereits zwei in vitro-Testmethoden, basierend auf rekon-
struierter humaner Epidermis, in zwei OECD-Testrichtlinien aufgenommen werden und
damit der traditionell (ibliche Tierversuch komplett ersetzt werden®*>*. In diesen Richtli-
nien werden Viabilitdstsmessungen zur Bestimmung von irritativen und korrosiven Ef-
fekten eingesetzt>®>>%, Die Messung der Viabilitét basiert auf der Annahme, dass alle
Chemikalien, die zu schweren Irritationen fuhren, auch zytotoxisch fiir das Epithelium
sind. Deshalb geht man davon aus, dass diese Analysemethode auch fur die Vorhersage
von Augenreizung in RCE-Modellen geeignet ist. Im Gegensatz zur humanen Epidermis
besitzt das RCE keine verhornte Schicht und der Aufbau der Zellschichten unterscheidet
sich57:%8,
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Es werden verschiedene Modelle beschrieben, die sich hauptsachlich durch den zum Auf-
bau verwendeten Zelltyp unterscheiden. Corneale Modelle umfassen Modelle aus corne-
alen und nicht-cornealen Zellen wie zum Beispiel primédre humane Hautkeratinozyten
(zum Beispiel EpiOCular™, MAtTek Corporation, USA), primédre humane corneale Zel-
len (zum Beispiel LabCyte CORNEA-MODEL, Japan Tissue Engineering ca., Ltd., Ja-
pan; MCTT- human corneal epithelium (HCE) model ) oder aus immortalisierten corne-
alen Epithelzellen (zum Beispiel SkinEthic™ HCE, EpiSkin, Frankreich, Vitrigel-
HCE)59£0,

Drei rekonstruierte corneale Epithelmodelle sind kommerziell erhéltlich (EpiOcular™,
SkinEthic™ HCE, LabCyte CORNEA-MODEL) und zwei davon sind 2008 in die Pra-
validation als Augenreizungstest aufgenommen worden. Die Studie wurde zusammen
von dem Referenzlabor der Europdischen Union fiir Alternativen zu Tierversuchen (Eu-
ropean Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing ,EURL ECVAM)
und Cosmetic Europe gesponsert, um ihre Eignung von EpiOcular™ und SkinEthic™
HCE als Testmethode zur Einschdtzung des Augenreizungspotential international zu un-
termauern®?,

Das EpiOcular™ ist ein nicht verhorntes Epithel aus untransformierten primiren Haut-
keratinozyten. Durch spezielle Kulturbedingungen evoziert, bauen die humanen Hautke-
ratinozyten ein dreidimensionales Modell, dass das corneale Epithelium mit 5 - 8 Zell-
schichten und runden Zellen in der Basalschicht nachahmt. Das EpiOuclar™ Augenrei-
zungstestprotokoll unterscheidet zwischen Flussigkeiten und Feststoffen mit unterschied-
lichen Inkubationszeiten (fur Flussigkeiten 30 Minuten Substanzexposition, 2 Stunden
Postexposition und fur Feststoffe 90 Minuten Substanzexposition, 18 Stunden Postexpo-
sition). Eine Substanz wird als reizend eingestuft, wenn die mit 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) gemessene Viabilitdt des Modells 60 %
oder weniger, bezogen auf die negative Kontrolle, betragt. Bei Werten héher als 60 %
werden die Testsubstanzen als nicht irritativ eingestuft. Der EpiOcular™ Augenreizungs-
test ist dazu gedacht, nicht irritierende Substanzen, die keine Kennzeichnung bendtigen,
von irritierenden Substanzen, die eine Kennzeichnung nach GHS-Kategorie 1 oder 2 be-
notigen, zu unterscheiden. Der Test ist jedoch nicht in der Lage, zwischen den GHS-
Kategorien 1 und 2 zu differenzieren®2,

Das SkinEthic™ HCE Model ist ein standardisiertes Epithel aus einer immortalisierten
humanen cornealen Zelllinie. Das rekonstruierte Epithel besitzt kein stratum corneum und
ahnelt der Morphologie des cornealen Epithels. Das HCE-Model wurde schon verwendet,
um corneale Regeneration in vitro, Laktatdehydrogenase Freigabe, Zytokinfreigabe und
Genexpression zu analysieren. The SkinEthic™-Assay teilt Chemikalien mithilfe eines
initialen Peptidreaktionstests in zwei Gruppen ein. In diesem Test wird die Testsubstanz
mit Cystein- oder Lysin-haltigen Proteinen inkubiert und die nukleophile Reaktivitat tber
die Hochleistungsflissigkeitschromatographie evaluiert. Anhand des Testergebnisses
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werden fur reaktive Testsubstanzen eine kurze Inkubationszeit mit 10 Minuten und keine
Postexposition gewdhlt. Flr nicht reaktive Testsubstanzen betragt die Inkubationszeit
60 Minuten mit 16 Stunden Postexposition. Die Viabilitat wird mittels MTT-Test be-
stimmt. Nach dem VVorhersagemodell werden alle Chemikalien, die die relative Viabilitat
auf unter 50 % senken - bezogen auf die Kontrolle -, als augenreizende klassifiziert. Bei
50 % oder mehr Restviabilitat geht man von nicht irritierenden Substanzen aus®®.

Das EpiOcular™ wurde durch das Referenzlabor der Europdischen Union fur Alternati-
ven zum Tierversuchen (European Union Reference Laboratory for alternatives to animal
testing, EURL ECVAM) evaluiert und in 2015 als OECD- Testrichtline 492 aufgenom-
men. Das SkinEthic™ HCE bedurfte jedoch noch umfassender Optimierungen, die au-
Rerhalb der gesponserten Studie stattfinden sollen®?.

Die rekonstruierten cornealen Epithelien zur Klassifizierung von augenreizenden Sub-
stanzen von EpiSKin oder Mattek nutzen beide keine priméaren cornealen Epithelzellen.
Diese Nutzung von Zelllinien und Zellen aus anderen Quellen oder Geweben kann zu
einem veranderten Zellverhalten fiihren, wie zum Beispiel das Fehlen an zellspezifischen
Markern®3. Allerdings werden neue Modelle mit humanen cornealen Epithelzellen entwi-
ckelt, insbesondere Labcyte CORNEA-MODEL und das MCTT-HCE Model, die die ers-
ten kommerziell erhéltlichen Modelle sind®"°%64, Auch MatTek hat mit EpiCorneal ein
dreidimensionales Modell aus primaren cornealen Zellen entwickelt. Jedoch gibt es kein
offiziell validiertes Cornea-Modell basierend auf primédren humanen Cornea-Epithelzel-
len.

Das LabCyte CORNEA-MODEL wird aus primaren cornealen Zellen aus menschlicher
Cornea hergestellt. Auf einer synthetischen Membran kultiviert, zeigen die Zellen nicht
nur eine ahnliche Morphologie, sondern auch die Expression cornea-spezifischer Mar-
ker®. Zur Evaluierung des Modells als Testsystem fiir den Endpunkt Augenreizung
wurde ein Protokoll ahnlich der OECD Testrichtlinie 492 eingesetzt. Unterschiede beste-
hen zwischen den Protokollen in der Expositionszeit (1 Minute fir Flussigkeiten und
24 Stunden Postexposition; Feststoffe 24 Stunden Exposition und keine Postexposition).
Der Schwellenwert wurde bei 50 % festgelegt, vergleichbar zum SkinEthic-Protokoll®’.
Obwohl die meisten etablierten RCE-Modelle synthetische Tréagerstrukturen wie Poly-
carbonat verwenden, haben Takezawa und seine Mitarbeiter ein RCE-Modell speziell auf
der Grundlage einer Kollagenmembran entwickelt. Die sogenannte Vitrigel-Membran be-
steht aus dicht gepackten Kollagenfibrillen, die durch Vitrifizierung hergestellt werden®®.
Mit diesem Vitrigel-RCE-Modell wurde ein Augenreizungstest durchgefiihrt, bei dem der
transepitheliale elektrische Widerstand (transepithelial electrical resistance, TEER) ein-
gesetzt wurde, um eine Vorhersage Uber das Irritationspotential einer Substanz zu ma-
chen®®,
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Alle beschriebenen Augenreizungstests zeigen eine Sensitivitat und eine Spezifitat zwi-
schen 75-100 % und haben deshalb eine hohe Genauigkeit, um zwischen irritierenden
nicht irritierenden Substanzen zu unterscheiden. Vitrigel-, LabCyte und EpiOcular™
konnten das Augenreizungspotential ohne eine falsch negative Prognose bestimmen
(Sensitivitat 100 %). Die Spezifitat hingegen fiel mit geringeren Werten zwischen 75-
80 % aus. Der SkinEthic™ Augenreizungstest erreichte eine Sensitivitat von 85 %, aber
zeigte weniger falsch positive Vorhersagen und damit eine hohere Spezifitét als die an-
deren Tests. Nichtsdestotrotz ist keiner der Tests in der Lage, die GHS-Kategorie 1 von
Kategorie 2-Substanzen zu unterscheiden.

Aus diesem Grund ist bis heute noch kein in vitro-Assay entwickelt und validiert worden,
der den Draize-Augenreizungstest komplett ersetzt. Da es noch keinen kompletten Ersatz
fur den Draize-Augenreizungstest gibt, hat die EURL ECVAM in einem Expertentreffen
(Februar 2005) eine gestaffelte Teststrategie (,,tiered approach) vorgeschlagen, um die
verschiedenen GHS-Kategorien flr Augenreizung mdoglichst prazise vorherzusagen.
Durch die Kombination der verschiedenen Augenreizungstests in einem Top-Down- oder
Bottom-Up-Ansatz verspricht man sich, die Tierversuche zu reduzieren®®.

Trotzdem fehlt der letzte Schritt den Draize-Augenreizungstest komplett zu ersetzten.
Generell wird davon ausgegangen, dass der Schweregrad der Verletzung des Auges mit
der Tiefe der Verwundung der Cornea korreliert'®. Deshalb gilt die Annahme, dass ein
Stroma zu dem Epithel bendtigt wird, um zwischen Augen reizenden und schédigenden
Substanzen in einem in vitro-Test zu unterscheiden. Die hier beschriebenen Modelle re-
konstruieren jedoch nur das Epithelium. Die Entwicklung eines kompletten Cornea-Aqui-
valents aus Epithel, Stroma und Endothel ist daher erstrebenswert, um alle Schadigungen
in die drei Kategorien fur das Augenreizungspotential von Substanzen einordnen zu kon-
nen und ohne sich der zeitaufwendigen und kostspieligen Arbeit einer gestaffelten Test-
strategie unterwerfen zu missen.

1.4.2 Komplexe Gewebemodelle

Zur Verbesserung der Vorhersagekraft und um einen autarken Test zu entwickeln, kdnnte
mehr Komplexitét als in den bestehenden Modellen nétig sein, um die Physiologie der
Cornea widerzuspiegeln. Dies wirde es ermdglichen, mehrere Ursachen fur eine Auge-
nirritation in einem Modell zu erfassen. Die Hauptbestandteile eines solchen Modells wa-
ren die verschiedenen Zelltypen und das hochorganisierte Stroma.

Hierfiir sind komplexe Modelle entwickelt worden, die Epithel, Stroma und Endothel aus
Zelllinien, primaren tierischen Zellen oder priméren humane Zellen kombinieren®®-68,
Modelle, die auf Zelllinien basieren, sind leicht zu handhaben und kdnnen in grof3en Men-
gen produziert werden. Eines der ersten Modelle, das immortalisierte Zellen aus Epithel,
Stroma und Endothel fiir Risikoanalysen verwendet, wurde von Griffith et al. etabliert®®.
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Die immortalisierten Zellen wurden aus cornealen Zellen hergestellt. Die generierten Zel-
len wurden nach der gréBten Ubereinstimmung mit primaren Zellen in Bezug auf Histo-
logie und Elektrophysiologie ausgewahlt. Zusatzlich wurden Chemikalien getestet, die
ahnlichen Einfluss auf Transparenz und Zytotoxizitat hatten, wie in menschlichen Cor-
neas und denen der Kaninchen. Nichtsdestotrotz zeigen transformierte Zellen ein veran-
dertes Bild durch eine ungehemmte Proliferation, Unterschiede in der Proteinexpression
und der Genexpression, wie in dieser Studie hinreichend belegt wurde®®. Folglich sind
Zelllinienbasierte-Modelle wahrscheinlich besser flr initiale Untersuchungen in einer ge-
staffelten Teststrategie geeignet. In vitro-Modelle, basierend auf priméren tierischen Zel-
len, haben den Vorteil, dass sie in groen Mengen aus Schlachtabfallen gewonnen werden
kdénnen und dennoch die nativen physiologischen Eigenschaften aufweisen. Viele ver-
schiedene Modelle wurden aus verschiedenen Spezies entwickelt. So wurden aus Kanin-
chen die drei Hauptzellen der Cornea kombiniert mit einer Fibrin-Agarose-Matrix. Das
Gewebemodell zeigt Cornea-spezifische Marker wie Zytokeratin 3 und ultrastrukturelle
Merkmale wie Tight junctions®’. Dennoch bleiben die Artunterschiede zwischen Tier und
Mensch erhalten wie in diesem Fall, so dass das Kanichenendothel hoch regenerative
Eigenschaften im Gegensatz zum Menschen aufweist. Eines der am weitesten entwickel-
ten Cornea-Aquivalente, wie Proulx et al. zeigen konnten, integriert humane Epithelzel-
len, stromale Zellen und Endothelzellen mit einer selbstproduzierten Fibroblasten-
matrix®. Das Modell wurde im Hinblick auf seine Expression von Transportproteinen
wie der Natrium-Kalium Pumpe (Na+/K+ ATPase) und Adhasionsproteinen wie Cadhe-
rinen untersucht®®. Aber auch hier weist das Modell noch Méangel auf, was die Transpa-
renz und die geringe Dicke des Stromas im Vergleich zur nativen Cornea anbelangt. Des
Weiteren fehlen noch Studien mit Testsubstanzen zur Bestimmung des Augenreizungs-
potentials mit diesem Modell.

Die Herstellung von Stroma-Aquivalenten stellt bis heute eine besondere
wissenschaftliche Herausforderung dar, aufgrund der hohen ultrastrukturellen Ordnung
und den daraus resultierenden mechanischen Eigenschaften. Scott und Maurer haben die
Wichtigkeit des Stromas fur die Evaluierung des Augenirritationspotentials hervorgeho-
ben, indem sie zeigten, dass die Regenerationsfahigkeit mit der Tiefe der Verletzung zu-
sammenhangt®1°. Verschiedene Ansitze von kiinstlichen Tréagerstrukturen aus Polyme-
ren, proteinbasierten oder biologischen Materialien wurden eingesetzt, um die biomecha-
nischen Eigenschaften des kornealen Stromas zu ersetzen. Dem nativen Gewebe am dhn-
lichsten sind azellularisierte Cornea-Stromas. So konnte in 2008 azellularisierte porcine
Cornea in Kaninchenaugen transplantiert werden™. Diese Gewebe besitzen Potential fiir
klinische Implantate. Von Nachteil ist dabei, dass man bei den Testungen wieder auf die
Probleme der Speziesunterschiede stoRt sowie eine teure Herstellung im Vergleich zu
kinstlichen Tragerstrukturen, die effizient in groRen Mengen produziert werden kénnen.
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Zumeist wird hier Kollagen als Grundlage eingesetzt, da es im Stroma auch den Haupt-
bestandteil ausmacht. So wurde bovines Kollagen aus der Dermis eingesetzt, um Cor-
neaepithel zu expandieren und die azellulére Form als Implantat fir Kaninchenaugen ein-
gesetzt "*. Um tierische Verunreinigungen zu umgehen und Chargenunterschiede zu ver-
meiden, kann rekombinantes humanes Kollagen eingesetzt werden®®’2, Die Kollagenhyd-
rogele weisen jedoch noch Probleme bei der Stabilitat, Zellkontraktion und Transparenz
auf . Deshalb werden verschiedene Methoden untersucht, die mechanischen Eigen-
schaften zu verbessern, wie chemische Quervernetzung der Kollagenfibrillen, Vitrifizie-
rung oder plastische Komprimierung’®. Quervernetztes Kollagen konnte schon als Im-
plantat im Menschen eingesetzt werden’2. Andere Materialien wie das biokompatible Po-
lycaprolacton werden ausprobiert, da sie bereits als Medizinprodukt zugelassen sind und
in Haut und Knochen eingesetzt wurden. Erste Ergebnisse zeigen, dass konjunktivale
Epithelzellen in vitro auf dem Polyester kultiviert werden kénnen’”.

Eines der vielversprechenden Modelle fiir die Augenirritationstestung nutzt primére hu-
mane corneale Epithelzellen, kultiviert auf einem Kollagenhydrogel mit stromalen Zel-
len. Erste Testungen des sogenannten Hemi-Cornea Modells zeigen die Mdglichkeit, zwi-
schen der augenreizenden GHS-Kategorie 2 und der augenschadigenden GHS-Kategorie
1 unterscheiden zu konnen’"®. Andere Entwicklungen zielen darauf ab, weitere Zellty-
pen einzubeziehen wie zum Beispiel Immunzellen und Nervenzellen, die weitere Eigen-
schaften zur Homoostase des Gewebes beisteuern. Auch die Kommunikation zwischen
den Zellen konnte einen wichtigen Beitrag zur VVorhersagekraft von augenreizenden Sub-
stanzen liefern, die Modelle mit nur wenigen Zelltypen nicht erkennen. So konnte in ei-
nem Cornea-Aquivalent mit Nervenzellen Gewebewachstum und die Kommunikation
von Nervenzellen und dem Epithel iber die Substanz P nachgewiesen werden®. Die
Schwierigkeit, die Komplexitat der Cornea und ihrer Physiologie in Modelle umzusetzen,
beweist, dass hier noch groRes Potential fur die Forschung und Entwicklung neuer Test-
methoden und Implantate besteht.

1.5 Die Limitationen alternativer Testmethoden

In den letzten Jahren wurden groRe Fortschritte gemacht, den Draize-Augenreizungstest
durch alternative ex vivo- und in vitro-Methoden zu ersetzen?®34438182 Inshesondere
Testverfahren, die dreidimensionale Corneaepithel-Modelle verwenden, verfiigen Uber
das Potential, Tierversuche zu ersetzen, ohne selbst auf Tiermaterial angewiesen zu sein.
Vergleichbar mit den rekonstruierten Hautmodellen, erreicht das EpiOcular™-Testver-
fahren, das auf solch einem Modell basiert, wissenschaftlichen Standard und wurde in die
OECD Richtlinien aufgenommen. Dennoch ist im Hinblick auf das Forschungsziel keine
Testmethode zugelassen, die das ganze Spektrum der GHS-Kategorien fur die Augenir-
ritation abdeckt. Somit kann der Draize-Augenreizungstest bis heute nicht komplett durch
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alternative Methoden ersetzt werden. Um dieses Problem zu iberwinden, wurde eine ge-
staffelte Teststrategie vorgeschlagen, die verschiedene Methoden in einem Top-down
oder Bottom-up Ansatz kombiniert. Dieser Methodenmix ist jedoch zeitaufwendig und
kostspielig wegen der Vielzahl der Testmethoden, die durchgefiihrt werden mussen, und
noch immer ist unklar, ob die Ergebnisse dann tiberhaupt wissenschaftlich ausreichend
sind. Letztlich ist ein umfassender Test, der alle GHS-Kategorien in einem Verfahren
differenzieren kann, das wissenschaftlich, 6konomisch und ethisch anzustrebende Ziel.
Ob ein Cornea-Aquivalent als Modell dazu in der Lage ist oder auch weniger Komplexitat
ausreicht, soll im weiteren Verlauf dieser Dissertation geklart werden.

Testmethoden bestehen jedoch nicht nur aus Modellen. Die Analyse ist das zweite Fun-
dament in der Evaluierung der Toxikologie von Chemikalien. Der Draize-Augenrei-
zungstest wird Gber 21 Tage evaluiert, um Kategorie 2-Substanzen zu erfassen. Dass die
Zeit ein wichtiger Parameter ist, zeigt auch die retrospektive Analyse des Draize-Tests.
35 % aller Kategorie 1-Substanzen aus der verwendeten Datenbank wurden tber die Per-
sistenz der Effekte kategorisiert. Fir Kategorie 1-Substanzen der neuen europdischen
Chemikaliendatenbank ist dieser Wert sogar signifikant auf 65 % angestiegen®.

Nur der organotypische porcine Cornea Reversibilitits Assay (Porcine Cornea Reversi-
bilty assay, PorCORA) weist eine Observationszeit von 21 Tagen auf. Der PorCora eva-
luiert das Zurtickhalten von Fluoreszein durch das Epithel und konnte damit 28 von 32
Substanzen der GHS-Kategorie 1 und 2 korrekt identifizieren3%3L, Die meisten in vitro-
Modelle kénnen nicht tber so einen langen Zeitraum kultiviert werden, da sie nur zu
einem bestimmten Zeitpunkt die besten Eigenschaften vorweisen. Eine Moglichkeit, die-
ses Problem zu uberwinden, wére in diesem Fall der Einsatz von Bioreaktoren, um die
Kulturbedingungen weiter zu verbessern oder zum Beispiel einen Lidschlag im Modell
zu ermoglichen®#. Ob die 21 Tag fiir vitro-Modelle benétigt werden, um das Augenrei-
zungspotential korrekt vorherzusagen, bleibt dabei offen. Des Weiteren nutzen einige in
vitro-Modelle, die in die OECD-Richtlinien aufgenommen wurden, final zerstorerische
Methoden wie den MTT-Assay im EpiOcular™ -Test. Diese zerstorerischen Tests lassen
keine wiederholte Messung der Modelle zu und somit auch keine Regenerations- oder
Persistenz-Analyse, was ihren wissenschaftlichen Wert fragwirdig macht. Deswegen ist
eine Methode ohne absichtlich herbeigefiihrte destruktive Analyse des Forschungsobjek-
tes von besonderer Bedeutung fir die Testmethode.

1.6 Impedanzspektroskopie zur Messung der Cornea

Der transepitheliale elektrische Widerstand (TEER) wird in der Wissenschaft eingesetzt,
um Epithelien und Endothelien zu untersuchen®. Zellen bilden Zell-Zell-Kontakte wie
zum Beispiel Tight junctions aus, um selektive Barrieren zu bilden und die Diffusion zu
regulieren. Die Barrieren dienen der Homodstase und der Kontrolle der Stofftransporte



1 Einleitung 27

im Gewebe. Mithilfe eines elektrischen Widerstands, der sich tber die Epithelien und
Endothelien bildet, kdnnen die Barriereeigenschaften untersucht werden. Um Zellscha-
den durch Elektrolyse oder Erhitzung des Mediums zu verhindern, wird Wechselstrom
eingesetzt. Der Widerstand im Wechselstrom ist abh&ngig von der Frequenz und kann als
komplexe Zahl, die Impedanz, dargestellt werden. Urspriinglich wurde der TEER an ein-
schichtigen Epithelien und Endothelien entwickelt und bei einer festen Frequenz von
12,5 Hz gemessen. Der Rest des Frequenzspektrums wurde grofitenteils vernachlassigt.
Im Gegensatz zur TEER-Messung macht sich die Impedanzspektroskopie einen groRReren
Frequenzbereich von 1 Hz - 100 kHz zunutze. Dadurch erhélt man mehr Informationen
iiber die Barriereeigenschaften®. Zusatzlich ermoglicht die Spektroskopie die Erstellung
eines mathematischen Ersatzschaltbildes, bei dem die verschiedenen Anteile der komple-
xen Barriere berlcksichtigt werden kénnen. Die Methode ist daruber hinaus nicht de-
struktiv, da die Stromstérke weniger als 3 mA betragt. Das ermoglicht die wiederholte
zerstérungsfreie Messung des Gewebes und erlaubt somit Regenerationsprozesse Uber
einen langeren Zeitraum zu erforschen (Abbildung 5).

RMedium
|
I
L N @
TEER c——
CZeIIe
——
RMembran
Parazellular Transzellular

| CEI ektrode

Abbildung 5: In vitro-Impedanzspektroskopie. Ersatzschaltbild, das den trans- und parazelluléren Strom-
fluss darstellt. Widerstand des Mediums (Rwmedium), Transepithelarer elektrischer Widerstand (TEER), Ka-
pazitat der Elektroden (Ceiekirode), Kapazitét der Zellen (Czeie) und Widerstand der Zellmembran (Rmembran).
Bei den meisten Epithelien korreliert der transzellulére Stromfluss mit dem TEER-Wert.

Trotz dieser Fortschritte ist bisher immer noch keine allumfassende in vitro-Methode va-
lidiert, die alle drei GHS-Kategorien fiir Augenirritation erkennt und richtig zuordnet.
Auch wenn die gestaffelte Teststrategie Tierversuche reduziert, sind die Komplexitét der
Durchfuhrung und die sich dabei potenzierenden Kosten unattraktiv fir die industrielle
Anwendung. Selbst die EURL-ECVAM erwartet: " ... dass in absehbarer Zeit kein ein-
ziger in vitro-Augenreizungstest den in vivo-Draize-Augentest ersetzen kann, um den ge-
samten Bereich der Irritation fur verschiedene chemische Klassen vorherzusagen”.
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2 Zielsetzung

Eine differenzierte Risikoanalyse von Chemikalien tber deren Potential das menschliche
Auge zu schadigen ist unabdingbar fur die 6ffentliche Gesundheit, weshalb alle neuen
Substanzen in standardisierten toxikologischen Testverfahren evaluiert werden missen.
Hierfir sollen die urspringlichen Tierversuche aufgrund wissenschaftlicher, wirtschaft-
licher und ethischer Griinde durch alternative Methoden ersetzt werden. Es existieren be-
reits erste alternative ex vivo- und in vitro-Testsysteme fur den toxikologischen Endpunkt
Augenreizung. Jedoch gibt es bisher kein alleinstehendes Testverfahren, das in der Lage
waére, das ganze Spektrum der drei GHS-Kategorien flr Augenirritation zu erkennen. Die
validierten Testverfahren kdnnen nicht zwischen Substanzen unterscheiden die schwere
Augenschaden (GHS-Kategorie 1) oder eine Augenreizung (GHS-Kategorie 2) verursa-
chen. Dies kénnte zum einen daran liegen, dass die verwendeten in vitro-Modelle nur das
corneale Epithelium nachbilden und aus cornea-fremden (beispielsweise Hautzellen) Zel-
len generiert werden. Zum anderen verwenden die Testverfahren destruktive Analysever-
fahren wie den MTT-Test, die in ihrer Sensitivitat beschrankt sind und keine Aussage
uber die Persistenz einer Irritation zulassen.

Die vorliegende biomedizinische Dissertation beabsichtigt deshalb auf Grundlage des
Tissue Engineerings, alle GHS-Kategorien in Bezug auf die Augenirritation in einem al-
leinstehenden in vitro-Testsystem zu erkennen und einzuordnen.

Dafur sollen in dieser Forschungsarbeit zwei Strategien verfolgt werden. Erstens soll sys-
tematisch untersucht werden, ob sich die Préadiktivitat der bisherigen Testverfahren durch
den Einsatz verbesserter Modelle aus priméaren humanen cornealen Epithelzellen und aus
primdren human epidermalen Epithelzellen erh6hen lasst. Die Hypothese dahinter ist,
dass ein Modell mit &hnlicher Anatomie und ahnlichem molekularen Muster wie das na-
tirliche Gewebe in gleicher Weise mit den Chemikalien reagiert. Darliber hinaus sollen
die Modelle durch ein Stroma-Aquivalent erweitert werden, um die Tiefe der Verletzung
des Auges mit einbeziehen zu kénnen.

Zweitens soll evaluiert werden in wieweit sich die Impedanzspektroskopie als zersto-
rungsfreie Messmethode eignet, zum einen den Gewebezustand genauer als ber kolori-
metrische Tests zu erfassen und zum anderen, um die Persistenz von Schadigungen be-
ziehungsweise Regenerationsprozesse im Modell zu untersuchen. Zur Identifizierung von
Schlisselereignissen soll dabei ein mathematischer Algorithmus oder eine passende Fre-
quenz gefunden werden.

Beide Strategien sollen dann auf ihre Eignung zur Implementierung in ein verbessertes
Testverfahren zur Erkennung der Augenreizung gegeneinander geprift werden, wobei
dann die vielversprechendere Herangehensweise an einem Panel an irritativen und nicht-
irritativen Substanzen validiert werden soll.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Ausstattung

Tabelle 3: Liste der Ausstattung

Ausstattung/ Geriit /Software

Hersteller

Absaugvorrichtung: VacuBoy

Integra Biosciences, Fernwald (GER)

Abzug Prutscher Laboratory Systems, Neudorfl
(AUT)
Analysewaage Kern, Balingen-Frommern (GER)

Autoclav: ,,Tecnoclav*

Table-top Autoclav: ,,Varioklav*

Biomedis, Giessen (GER)
Systec, Wettenberg (GER)

Block-Station

Leica, Wetzlar (GER)

Brutschrank: 37 °C, 5% CO,

Heraeus, Hanau (GER)

Dampfgarer: ,,MultiGourmet*

Braun, Kronberg/Taunus (GER)

Digitalkamera

Canon, Krefeld (GER)

Durchflusszytometer: FACSCalibur

BD, Heidelberg (GER)

Einbettmaschine

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Einhidngethermostat fiir Wasserbad

Lauda, Lauda-Konigshofen (GER)

Eismaschine: ,,AF-80*

Scotsman, Mailand (ITA)

Fliissigstickstofftank: MVE 815 P-190

German-cryo, Jiichen (GER)

(-180 °C)
Gefrierbehilter: Mr. Frosty VWR, Darmstadt (GER)
GraphPad PRISM GraphPad Software, La Jolla (USA)

Hand-Stiickzihler

NeoLab, Heidelberg (GER)

HeiBluft-Sterilisator

Memmert, Schwabach (GER)

Impedanzmessgerit: LCR HITESTER 3522-50

HIOKI E.E. Corporation, Nagano (JPN)

Inkubator

Medite, Burgdorf (GER)

Kiihlraum, 4°C

Genheimer, Hochberg (GER)

Kiihlschrénke:

-80°C Thermo Scientific, Waltham (USA)
-20°C Liebherr, Biberach a.d. Riss (GER)
LabVIEW National Instruments, Austin TX (USA)

Magnetriihrer mit integrierter Heizung: Type 720-HPS

VWR, Darmstadt (GER)

Microplate Reader: Tecan Sunrise

Tecan, Crailsheim (GER)

Mikroskope: Axiovert 40C , AxioVision Observer.D1,
LEO TEM AB912

Zeiss, Gottingen (GER)
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Ausstattung/ Geriit /Software

Hersteller

Biorevo BZ-9000

Keyence, Neu-Isenburg (GER)

Multi-Channel-Pipette Plus

Eppendorf, Hamburg (GER)

Multistep-Pipette

Brand, Wertheim (GER)

Neubauer Zahlkammer

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Gewebebad: Type 1052

Medax, Kiel (GER)

pH-Meter

Mettler Toledo, Giessen (GER)

Pipetten: 0.5 — 10 pL, 10 — 100 pL, 100 — 1000 pL

Eppendorf, Hamburg (GER)

Pipettenstopfmaschine

BellCo Glass Dunn, Asbach (GER)

Pipettierhilfe: Pipet Boy

Brand, Wertheim (GER)

Pumpe

Ismatec, Wertheim-Mondfeld (GER)

Reinstwasseranlage

Millipore, Schwalbach (GER)

Schaukelplattformschiittler

NeoLab, Heidelberg (GER)

Schlittenmikrotom RM 2255

Leica, Wetzlar (GER)

Septophag

Hesse, Emmerich (GER)

Sicherheitswerkbank 2020

Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Spinnerflasche

Corning, Wiesbaden (GER)

Spiilmaschine

Miele, Giitersloh (GER)

Stromversorgung: EV202, EV243

PeqLab Biotechnology, Erlangen (GER)

testXpert 11 Software

Zwick GmbH & Co KG, Ulm (GER)

Timer Carl Roth GmbH, Karlsruhe (GER)
Trockenschrank Memmert, Schwabach (GER)

Vortexer Carl Roth GmBH, Karlsruhe (GER)
Wigezelle Zwick/Roell Z005 Zwick GmbH & Co KG, Ulm (GER)
Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach (GER)
Zentrifugen:

Multifuge X3R Thermo Fisher Scientific, Dreieich (GER)

Centrifuge 5417R
Centrifuge 5424

3.1.2 Einwegartikel

Tabelle 4: Liste der Einwegartikel

Eppendorf, Hamburg (GER)
Eppendorf, Hamburg (GER)

Einwegartikel

Hersteller

Aluminiumfolie

Carl Roth GmBH, Karlsruhe (GER)

Combitips Plus: 0.5 ml, 1 ml, 2.5 ml, 5 ml

Eppendorf, Hamburg (GER)

Deckgldschen: 24 x 60 mm

Menzel-Gléser, Braunschweig (GER)

Einbettkassetten

Klinipath, Duiven (NED)
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Einwegartikel

Hersteller

Einweg-Pipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Entsorgungsbeutel Hartenstein, Wiirzburg (GER)
Fettstift Dako, Hamburg (GER)

Filterpapier Labonord, Ménchengladbach (GER)
Handschuhe:

Latex Cardinal Health, Kleve (GER)
Nitrile Kimberly-Clark, Koblenz (GER)

Kryor6hrchen: 1.8 ml

Nunc, Wiesbaden (GER)

Mikrotomklingen: Type A35

pfm Medical, K6ln (GER)

Multititerplatte-Platten:
6 well, 12 well, 24 well, 96 well

TPP, Trasadingen (GER)

Objekttrager:
unbeschichtet (26 x76 x1 mm)
Polysine™ (25 x75 x1 mm)

Menzel, Braunschweig (GER)
Langenbrinck, Emmendingen (GER)

Parafilm® Carl Roth, Karlsruhe (GER)
Pasteurpipetten Brand, Wertheim (GER)
Pipettenspitzen: Eppendorf, Hamburg (GER)

0.5-10pL, 10 -100 pL, 100 — 1000 uL

Reaktionsgefafe: 1.5 ml, 2.0 ml

Sarstedt, Niimbrecht (GER)

Septophag Entsorgungsbeutel

Porod, Frauenhofen (AUT)

Skalpellklingen, rund

Bayha, Tuttlingen (GER)

Spritzen: 5 ml, 10 ml, 20 ml

BD Biosciences, Heidelberg (GER)

Sterilfilter fiir Spritzen: Durchmesser 50 mm,

Porengrofe 0.2 pm

Sartorius Stedium Biotech, Gottingen (GER)

Sub D Stecker

Conec, Lippstadt (GER)

Waagschale

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Zellkulturflaschen: 25cm?, 75 cm?, 150 cm?

TPP, Trasadingen (CH)

Zellkulturschalen: 145 x20 mm

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)

Zentrifugenrohrchen: 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen (GER)



3 Material und Methoden

3.1.3 Labormaterial

Tabelle 5: Liste des Labormaterials

Labormaterial

Hersteller

Becher: 1 L, 250 ml

Schott, Mainz (GER)

Cytotoxicity Detection Kit PLUS

Roche, Grenzach-Wyhlen (GER)

Edelstahlgussformen zum Einbetten von Gewebe:

24 x 37 x 9 mm

Labonord, Mdnchenglattbach (GER)

Glaspipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

Brand, Wertheim (GER)

Kalteschutzhandschuhe

VWR, Darmstadt (GER)

Laborflasche: 1 L, 250 ml, 100 ml, 50 ml

Schott, Mainz (GER)

Loftelspatel

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Magnetriihrstab

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Magnetriihrstdbchen-Angel

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Messkolben mit Stopfen: 1 L, 2 L

Schott, Mainz (GER)

Objekttriagerregale: Glass, Stainless Steel

Mercateo, Munich (GER)

Pinzette

Assistent, Sondheim (GER)

Reaktionsgefafestander

NeoLab, Heidelberg (GER)

Schutzbrille NeoLab, Heidelberg (GER)
Skalpell Bayha, Tuttlingen (GER)
Spatel VWR, Darmstadt (GER)
Spriihflasche Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Sterilfilter (Aufsatz fiir Laborflaschen)

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Trichter

Hartenstein, Wiirzburg (GER)

Zentrifugenréhrchenstdnder

3.1.4 Chemikalien und Lésungen

Tabelle 6: Liste der Chemikalien und Losungen

NeoLab, Heidelberg (GER)

Chemikalie/ Losung

Hersteller

1,4- Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)
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Chemikalie/ Losung

Hersteller

ethansulfonsiure (Hepes)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Serva, Heidelberg (GER)

4-arm Polyethylenglykol-succinimidylglutaratester
(10000 MW)

JenKem, Plano (USA)

Accutase

ThermoFisher, Waltham (USA)

Aceton (> 99,5%)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Albumin-Fraktion V (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat (Alaun)

VWR, Darmstadt (GER)

Ascorbinphosphat

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Benzalkoniumchlorid

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Calciumchlorid (CaCl,)

VWR, Darmstadt (GER)

Chondroitinsulfat

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Corneal Epithelial Cell Growth Kit

American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas (USA)

Corneal Epithelial Cell Basal Medium

American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas (USA)

Citronensdure (Citrat)

VWR, Darmstadt (GER)

DAPI Fluoromout-G™

Southern Biotech, Birmingham (USA)

Demineralisiertes Wasser

Universitétsklinikum Wiirzburg, Wiirzburg (GER)

Descosept

Dr. Schumacher, Malsfeld (GER)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Dispase-Pulver

ThermoFisher, Waltham (USA)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Invitrogen, Darmstadt (GER)

Dulbecco's Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
(PBS:without MgCl, and NaCly,
PBS*:with MgCl, and NaCl,)

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Eindeckmedium: Entellan

Merck, Darmstadt (GER)

Eindeckmedium: Mowiol

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Eosin

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Epilife

ThermoFisher, Waltham (USA)
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Chemikalie/ Losung Hersteller
Esel-Serum Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Ethanol, absolut

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Ethanol, vergillt (96%)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Fibroblast Medium

ScienCell, Carlsbad (USA)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Fotales Kélberserum

Lonza, Cologne (GER)

Glycerol (86 %)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Glycine

AppliChem, Darmstadt (GER)

Héamatoxylin nach Meyer

Morphisto, Frankfurt (GER)

Human Keratinocyte Growth Supplement (HKGS)

ThermoFisher, Waltham (USA)

Hydrochloric acid (HCI; 37%, 1M)

VWR, Darmstadt (GER)

Imidazol AppliChem, Darmstadt (GER)
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe (GER)
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt (GER)

Kaliumtetrafluoroborat

Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)

Keratinocyte growth factor (KGF)

ThermoFisher, Waltham (USA)

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

BioRad, Munich (GER)

Natrium-Pyruvat (100 mM)

Invitrogen, Darmstadt (GER)

Paraffin

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Penicillin / Streptomycin (100x concentrated)

PAA, Célbe (GER)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS-)

Invitrogen, Darmstadt (GER)

Reinstwasser

Millipore, Schwalbach (GER)

Roti-Histofix 4 % (Formaldehyd))

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Triton-X 100

Carl Roth, Karlsruhe (GER)

Trizma® Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)
Trypanblau Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)
Tween-20 VWR, Darmstadt (GER)
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Chemikalie/ Losung Hersteller

Vasculife ThermoFisher, Waltham (USA)

Xylol Carl Roth, Karlsruhe (GER)

3.1.5 Medien und Lésungen fur die Zellkultur

Tabelle 7: Liste der Medien und Lésungen fiir die Zellkultur

Medium/ Losung Zusammensetzung

0,05 % Trypsin/EDTA 10 % 0,5 % Trypsin-EDTA-Losung
in PBS/EDTA Solution

Ascorbinphosphat-Lésung 73 mg/ ml Ascorbinphosphat

in E1-Medium, sterilfiltriert

Calciumchlorid-Lésung

44 mg/ ml

Calciumchlorid

in PBS-, sterilfiltiert

Kollagenase-Losung 500 U/ ml Kollagenase

in DMEM
Dispase-Losung (2 U/ ml) 2 U/ ml Dispase Pulver

in PBS-
El1-Medium 1 % Penicillin / Streptomycin

1 % HKGS

in EpiLife
E2-Medium 0,48 % Calciumchlorid-Losung

in E1-Medium
E3-Medium 0,1 % Ascorbinphosphat-Losung

0,1 % KGF-Losung

in E2-Medium
KGF-Losung 10 pg/ ml KGF

in EpiLife
Mowiol-DAPI Eindeckmedium 0,1 % DAPI

in Mowiol
MTT-Losung 1 mg/ ml MTT

in PBS-
PBS/EDTA Losung 0,0002 % EDTA

in PBS-
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Medium/ Losung Zusammensetzung

pH: 7.2

autoklaviert

3.1.6 Chemikalien und Lésungen fur die Histologie und

Immunhistochemie

Tabelle 8: Liste der Chemikalien und Losungen fir die Histologie und Immunhistochemie

Chemikalie/ Losung Zusammensetzung

Antikorperverdiinnungsldsung

5%
5%
0.3%

BSA
Esel-Serum
Triton

in PBS

Gelneutralisationldsung

0,03 %
0,05 %
0,03 %

Hepes 3 M
Chondroitinsulfat
FCS

pH 8,5

in DMEM x2-

TBST, 0.05 M

10 %l
0,5 %

TBS Stock 0.5 M
Tween-20

in demineralisiertem Wasser

Tris gepufferte Losung (TBS) Stock,
0.5 M (10x konzentriert)

3.1.7 Antikorper

Tabelle 9: Antikorperliste

78,8 ¢/ 1
87,66 ¢/ 1

Tris

NaCl

in Reinstwasser
pH 7.6
Autoklaviert

Antikorper Wirt Konzentration Hersteller

Alexa Fluor 555, Anti- Esel 5 pug/ ml ThermoFisher, Waltham (USA)
Kaninchen

Alexa Fluor 555, Anti- Esel 5 pug/ ml ThermoFisher, Waltham (USA)
Maus

Zytokeratin 1 Kaninchen 0,5 pg/ ml Abcam, Cambridge (UK)
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Antikorper Wirt Konzentration Hersteller

Zytokeratin 14 Kaninchen 1 pg/ ml Sigma-Aldrich, Miinchen (GER)
Zytokeratin 3 /12 Maus 1 pg/ ml Bioss, Woburn (USA)
Involucrin Kaninchen 1 pg/ ml ThermoFisher, Waltham (USA)
Loricrin Kaninchen 2 pg/ ml Abcam, Cambridge (UK)

3.1.8 Biologisches Material und humanes Spendermaterial

Humane Corneas wurden aus Corneas, die die Qualitatskontrolle fiir Transplantationen
nicht bestanden haben, mit Einwilligung des Patienten und der Zustimmung des lokalen

Ethikkomitees (Zulassungsnummer 182/20) isoliert.

Humane epidermale Keratinozyten stammen aus Vorhautbiopsien von 2-5 Jahre alten
Spendern. Ihre Isolierung fand statt mit der Einwilligung der Erziehungsberechtigten und
der Zustimmung des lokalen Ethikkomitees (Zulassungsnummer IGBZSF-2012-078).

Fir die Generation von Cornea-Aquivalenten wurde die retinale Pigmentepithelzellinie
von Dr. Kampik aus der Augenklinik Wiirzburg bereitgestellt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Kollagenisolation aus Rattenschwanzen

Das Kollagen wurde aus Rattenschwanzen von 8-10 Wochen alten Tieren isoliert. Die
Desinfektion der Rattenschwanze mit 70 % Ethanol dauerte 5 Minuten. Die Haut der Rat-
tenschwanze wurde zu zwei Drittel aufgeschnitten und mit einer Pinzette abgezogen.
Nach einem Waschschritt mit PBS™ wurde der Schwanz gebrochen und die Sehnen von
der Schwanzspitze her hinausgezogen. Die so gewonnenen Sehnen wurden gesammelt
und der Prozess mit ca. 100 Schwanzen fur eine Isolation wiederholt. Die folgende Ent-
fernung von Fett, Bindegewebe und Blutgefélien an den Sehnen und die anschlieRende 3-
malige Waschung mit PBS™ging der Lagerung der Schwanze bei -80°C voraus. Die wei-
tere Verarbeitung bestand aus der 10-mindtigen Inkubation der Sehnen in 70°% Ethanol,
der 3-maligen PBS™ Waschung und der weiteren Zerkleinerung der Sehnen. Danach er-
folgte die Uberfithrung und Trocknung der Sehnenstiicke in einen Bottle-Top-Filter. Das
getrocknete Kollagen wurde gewogen und 24 ml pro g 0,1 % Essigsdure zugegeben um,
eine Konzentration von annéhernd 10 mg/ml zu erhalten. Um das Kollagen zu l6sen,
wurde das Gemisch in einer Spinnerflasche fiir 17 Tage bei 4°C gerthrt. Der Entfernung
von Verunreinigungen diente die 1-stiindige Zentrifugation der Kollagenlésung bei 10 g.
Der Uberstand wurde in 50 ml Aliquote tberfiihrt und bei -20°C gelagert.

3.2.2 Zellkulturmethoden

Die Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank durch-
gefuhrt. Alle verwendeten Zellkulturmaterialien waren steril oder wurden durch Autokla-
vieren oder Sterilfiltrieren entkeimt. Die Zellen und Modelle wurden in einem Brut-
schrank bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; kultiviert.

3.2.2.1 Zellkultur der RPE-Zelllinie

RPE-Zellen wurden in T-150 Zellkulturflaschen in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 10 % FCS kultiviert. Die Aussaatdichte betrug 5000 Zellen/ cm?.

3.2.2.2 Isolation und Zellkultur von epidermalen Keratinozyten und
dermalen Fibroblasten

Die Durchfiihrung der Isolation erfolgte wie zuvor beschrieben®. Die Biopsien wurden
gewaschen, klein geschnitten und mit 2 U/ml Dispase verdaut, um die Epidermis von der
Dermis zu trennen. Anschliel3end wurde die Epidermis mit Trypsin-L6sung und die Der-
mis mit 500 U/ml Kollagenase verdaut, um eine Einzellésung zu schaffen. Die Kultivie-
rung epidermalen Epithelzellen fand in Epilife® und die der dermalen Fibroblasten in
DMEM mit 10 % FCS statt.
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3.2.2.3 Isolation und Zellkultur cornealer Zellen

Humane Corneas dienten der Isolation der Epithel-, Stroma- und Endothelzellen. Das
Verfahren begann mit der Uberfiihrung des Gewebes in eine Petrischale mit 10 ml PBS*.
Zur lIsolation der Endothelzellen wurde eine Spritze mit gebogener Nadel parazentral der
Cornea parallel zur Descemet-Membran eingefuhrt. Das Einspritzen von Luft bewirkte
eine Blase zwischen Stroma und Membran. Die Decemet-Membran konnte fur die wei-
tere Aufbereitung ausgeschnitten werden. AnschlieRend wurde die Cornea horizontal in
2-3 mm grofe Stiicke geschnitten und in einer Petrischale mit 10 ml Dispase [2 U/ml] fur
18 Stunden bei 4°C inkubiert. Das Epithel wurde mit einer Pinzette von der zentralen
Cornea in Richtung Limbus abgezogen und in eine neue Petrischale mit 10 ml PBS* tiber-
tragen. Vom restlichen Gewebe wurde der Limbus entfernt und die stromalen Anteile in
einer Petrischale mit 10 ml PBS* gesammelt. Die Epithelstiicke wurden bei 300 g fiir
5 Minuten zentrifugiert und durch Auf- und Abpipettieren vor dem Aussaen zerkleinert.
Die Stromastticke wurden in Kollagenase [500 U/ml] fiir 45 Minuten bei 37°C angedaut.
Zum Auswachsen der Zellen wurden die Stiicke in eine T-75 Flasche mit 5 ml Medium
ausgesat (Abbildung 6). Die Kultivierung der cornealen Epithelzellen fand in Corneal
Epithelium Medium supplementiert mit Corneal Epithelial Cell Growth Kit, die der stro-
malen Zellen in Fibroblast Medium und die der Endothelzellen in Vasculife® statt.

Epithel-Isolation Verdau-Vorbereitung

Stroma-Isolation

Abbildung 6: Isolation und Praparation der cornealen Zellen. Verdau-Vorbereitung: Waschen der Cornea
in PBS und anschlieBende Zerkleinerung in langliche Streifen fiir den Dispase-Verdau. Epithel-1solation:
Abziehen des Cornea-Epithels von zentral nach lateral, Zentrifugation der Epithelstiicke und die Aussaat
in einer T-25 Zellkulturfalsche. Stroma-Isolation: Abschneiden des limbalen Rings, Kollagenase-Verdau,
Zentrifugation der Stroma-Stiicke und die Aussaat in einer T-75 Zellkulturflasche.
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3.2.2.4 Zellpassage

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 70-90 % passagiert. Um die Epithelzellen
abzuldsen, wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und mit Acutase® fur 15 Minuten bei
37°C inkubiert. Die 3-minutige Inkubation der Zellen mit Trypsin diente der Ablésung
von stromalen und dermalen Fibroblasten. Die Zellen wurden mit frischem Medium re-
suspendiert und in einem 50 ml Réhrchen bei 300 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in seinem entsprechenden Medium wieder
aufgenommen. Die Z&hlung der Zellen und ihre Aussaat mit 3000-5000 Zellen/ cm?
schlossen die Zellpassage ab. Alle priméaren Zellen kamen maximal fiir 3 Passagen in den
Experimenten zur Verwendung.

3.2.2.5 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Die Ermittlung der Zellzahlen und ihrer Vitalitdt geschah mittels der Trypanblau-Fér-
bung. Hierfiir wurde die Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau gemischt und 10 ul auf eine
Neubauer-Zellkammer aufgetragen. Die Auszahlung der Zellen in den vier groRen Quad-
ranten gelang mithilfe des Mikroskops, wobei die transparenten lebenden Zellen von to-
ten blauen durch die Trypanblau-Farbung unterschieden werden konnten. Aufgrund des
spezifischen VVolumens und der gezéhlten lebenden Zellen wurde die Zellzahl wie folgt
berechnet:

Myc * 10* * 2 * V/cs = Lebende Zellen/ml

V- Volumen der Zell-Lésung

M_c- Mittelwert der lebenden Zellen pro Quadrant

Die Zellvitalitat konnte als Quotient der lebenden Zellen und der Gesamtanzahl der Zel-
len errechnet werden.

3.2.2.6 Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit

Die Wachstumsgeschwindigkeit der cornealen Zellen wurde bestimmt, indem
1 * 10° Zellen/ Well in einer 6-Well-Multititerplatte drei Tage kultiviert worden sind.
Nach 3 Tagen wurden die Zellen gezahlt und wieder mit 1 * 10° Zellen/ Well bis zur drit-
ten Passage ausgesat. Die Wachstumsgeschwindigkeit pro Stunde wurde anhand der fol-
genden Formel berechnet:

GR=Logio(M.c/ 105)/(3*24)

GR = Wachstumsgeschwindigkeit
M c = Mittelwert der lebenden Zellen pro Quadrant
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3.2.2.7 Kryokonservierung der Zellen

Die Aufbewahrung der Zellen fand bei -80°C fiur kurze Zeit und flr langere Zeit
bei -180°C in flussigen Stickstoff statt. Vor dem Einfrieren der Zellen in einer Konzent-
ration von 1-3 * 10° Zellen/ ml erfolgte die Ablosung und Zellzahlung. Als Einfrierme-
dium diente das entsprechende Kulturmedium unter Beimischung von 10 % DMSO. Das
Einfrieren der Zellen in den Kryoréhrchen in Einfrierbehéltern dauerte 24 Stunden mit
- 1 K/ min bei -80°C. Zur Reaktivierung der Zellen wurden die Kryoréhrchen in einem
Wasserbad bei 37°C angetaut und sodann mit vorgewéarmten Medium gemischt und in
10 ml des entsprechenden Zellmediums Gberfihrt, bei 300 g fur 3 Minuten zentrifugiert
und schlieBlich der Uberstand verworfen. Die Resuspendierung und weitere Kultivierung
der Zellen fand im entsprechenden Zellkulturmedium statt.

3.2.2.8 Herstellung der in vitro-Cornea- und Hautmodelle

Der Aufbau der rekonstruierten humanen Epidermis (RHE) erfolgte wie zuvor beschrie-
ben®’. Die humanen epidermalen Keratinozyten wurden auf Polycarbonat-Membranen
(0,4 um Porengrofie) mit 5000 Zellen/ cm? in 150 pl in Epilife® supplementiert mit
1,5 mM CaClz und HKGS. Im Wechsel kam nach 24 Stunden das Epilife® Luft-Fllssig-
Phase-Medium zum Einsatz, das zusatzlich 73 pg/ml L-Ascorbinsdure-2-phosphat und
10 ng/ ml Keratinozyten-Wachstumsfaktor enthalt, wenn nicht anders angezeigt. Der
Zeitraum flr die Kultivierung des RHE-Modells umfasste 21 Tage. Um das modifizierte,
rekonstruierte humane Epidermis-Modell (MRHE) herzustellen, wurde die Kulturzeit auf
11 Tage reduziert. Fir die Herstellung des rekonstruierten humanen Cornea-Epitheliums
(RCE) in 11 Tagen galt dasselbe Protokoll mit 2500 Zellen/ cm2 humanen cornealen Zel-
len.

3.2.2.9 Abschéatzung des molaren Verhaltnisses von primaren Aminen
des Kollagens und des N-Hydroxysuccinimid-Esters und des vier-
armigen Polyethylenglykolsuccinimidylglutaratester (PEG-SG)

Die Quervernetzung basierte auf der Reaktion der primaren Amine des Kollagens und des
N-Hydroxysuccinimid-Esters des PEG-SG. Um das Kollagen quer zu vernetzen, musste
die korrespondierende Menge an PEG-SG berechnet werden. Lysine in der primaren
Aminosauresequenz des Kollagens und die N-Termini stellten die primaren Amine. Des-
wegen wurde die Menge an Lysinen im Rattenschwanz-Kollagen Typ | definiert. Die
Bestimmung der Anzahl der Lysine im Rattenschwanz-Kollagen Typ | fand mittels der
Datenbank http://www.uniprot.org (Universal Protein Resource) statt. Rattenkollagen
vom Typ I besteht aus zwei al-Ketten (CO1A1_RAT; P02454) und einer o2-Kette
(CO1A2_RAT; P02466). Das Préa-Pro-Peptid der a1-Kette besteht wiederum aus 1.453
Aminosauren und 1.057 Aminoséuren nach der posttranslationalen Verarbeitung, von de-
nen 38 Lysine sind. Das resultierende molekulare Gewicht der al-Kette betrdgt somit
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95.016 g/ mol. Das Préa-Pro-Peptid der a2-Kette setzt sich laut Datenbank aus 1.372 Ami-
nosauren zusammen, von denen 1.041 Aminoséuren mit 32 Lysinen und einem moleku-
laren Gewicht von 93.607 g/ mol nach posttranslationaler Prozessierung tbrigbleiben.
Zusammengenommen ergibt dies das molekulare Gewicht eines Kollagenmolekiils von
283.639 g/ mol mit 108 Lysinen und 3 N-termini. In einem Gramm Kollagen sind
3,526 * 10° mol Kollagen. Folglich beinhaltet das Kollagen 111 NH2 (108 Lysine und 3
N-Termini) oder 3,913 * 10“ mol freier Amine. Demnach entspricht 1 mg Kollagen
3,913* 107 mol. Ein PEG-SG Molekiil kann theoretisch mit vier Aminen reagieren. PEG-
SG hat eine molekulare Masse von 10.000 g/ mol. Um also theoretisch eine Quervernet-
zung von 100 % der freien Amine in einem 1 mg zu erreichen, muss 1 mg PEG-SG ein-
gesetzt werden.

3.2.2.10 Kollagen-Quervernetzung mit PEG-SG und die Generierung von
stromalen und dermalen Aquivalenten

Um quervernetzte Kollagenhydrogele herzustellen, wurde Rattenschwanzkollagen Typ |
6 mg/ mlin 0,1 % Essigsaure mit Gelneutralisationslésung (75 mM HEPES, 48 mM Glu-
cose) 1:1 gemischt. Zum Quervernetzen wurden zwei verschiedene Konzentrationen von
PEG-SG zur Gelneutralisationslosung hinzugefugt. Hierfir wurde die gewiinschte Menge
PEG-SG in eiskalter Gelneutralisationslésung geldst und 30 Sekunden lang mit Kollagen
gemischt. Die Berechnung der Menge an PEG-SG geschah anhand des molaren Verhalt-
nisses der primdren Amine im Kollagen und des N-Hydroxysuccinimid-Esters des PEG-
SG. Deshalb wurde 1 mg Kollagen mit 0,5 mg oder 1 mg PEG-SG gemischt, um eine
theoretische Quervernetzung von 50 % oder 100 % aller freien Amine zu erreichen.
Nachfolgend wird die Konzentration, die theoretisch ausreicht, um 50 % der primaren
Amine quervernetzt als PEG-SGso zu bezeichnen und die PEG-SG Konzentration, die
theoretisch alle priméren Amine vernetzt, PEG-SGioo genannt. Nach dem Mischen der
Gelneutralisationslésung mit PEG-SG und der Kollagen Typ I-Ldsung wurden die Hyd-
rogele fur 15 Minuten bei 37°C geliert. Zur Herstellung von stromalen oder dermalen
Aquivalenten wurden 1 * 10° Zellen/ ml humaner stromaler oder dermaler Fibroblasten
in der zweiten Passage zur Gelneutralisationslésung hinzugefuigt. Ein Schema der Quer-
vernetzungsreaktion ist in Abbildung 13A dargestellt. Nicht quervernetzte Hydrogele
wurden nach demselben Verfahren hergestellt ohne die Zugabe von PEG-SG®,

3.2.2.11 Herstellung von Cornea-Aquivalenten

Zur Herstellung von Cornea-Aquivalenten wurden 1 * 10° Zellen/ Well RPE-Zellen auf
Polycarbonat-Membranen (8 um PorengroflRe) ausgesat und fur 3 Tage kultiviert. Die
RPE-Zellen dienten als Ersatz fiir corneale Endothelzellen. AnschlieBend wurde querver-
netztes oder nicht-quervernetztes Stroma-Aquivalent auf den RPE-Zellen geliert. Nach
24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden 1,5 * 10° Zellen/ Well humaner cornealer
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Epithelzellen ausgesat und das Cornea-Aquivalent fiir 11 Tage kultiviert. Hemi-Cornea-
Modelle wurden ohne RPE-Zellen nach demselben Protokoll kultviert.

3.2.3 Histologie

3.2.3.1 Fixierung von Gewebeproben

Zur histologischen Begutachtung wurden das native Gewebe, Gewebemodelle und Zellen
fixiert. Hierfur wurde das Medium entfernt und die Probe mit PBS™ gewaschen. Als nachs-
tes folgte die Fixation der Probe mit Roti-Histofix 4 % fiir 4 Stunden bei Raumtempera-
tur. AnschlieBend wurden die Proben in Paraffin eingebettet.

3.2.3.2 Paraffineinbettung und Schnittpraparation

Die fixierten Proben wurden in einer Einbettkassette mit Papier eingeschlossen. Um Fi-
xierungsreste zu entfernen, wurde die Kassette in Leitungswasser aufbewahrt. Zur Paraf-
fineinbettung wurden die Kassetten in den Wasserbehélter der Einbettmaschine mit fol-
gendem Programm uberfihrt.

Tabelle 10: Programm zur Paraffineinbettung

Schritt Ldsung Zeit
Auswaschen des Fixans Leitungswasser 1 Stunde
Dehydrierung Ethanol 50 % 1 Stunde
Ethanol 70 % 1 Stunde
Ethanol 80 % 1 Stunde
Ethanol 96 % 1 Stunde
Isopropanol | 1 Stunde
Isopropanol Il 1 Stunde
Entfernen der Alkoholreste Xylol | 1 Stunde
Xylol 11 1 Stunde
Infiltration mit Paraffin Paraffin | 1,5 Stunden
Paraffin 11 1.5 Stunden

AnschlieBend wurden die Proben aus den Einbettkassetten entfernt, geschnitten und in
kleinen Metallschalen mit Paraffin aufgeblockt.
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Fir die Histologie wurden Schnitte mit 3-5 um angefertigt und Gber Nacht bei 37°C ge-
trocknet. Flir Hamatoxylin-Eosin-Farbungen wurden unbeschichtete Objekttrager und fur
immunhistochemische Farbungen mit Polylysin beschichte Objekttrager verwendet.

3.2.3.3 Deparaffinierung und Rehydration der Gewebeproben

Vor den Féarbungen wurden die Gewebeschnitte entparaffiniert und rehydriert. Die
Schnitte wurden bei 60°C fir 1 Stunde inkubiert, um das Paraffin zu schmelzen. An-
schlielend wurden die Proben nach folgendem Protokoll entparaffiniert und rehydriert:

Tabelle 11: Deparaffinierung- und Rehydrierungsprotokoll.

Schritt Losung Zeit
Deparaffinisierung Xylol | 10 Minuten
Xylol 11 10 Minuten
Rehydrierung Ethanol 96 % | 3-maliges Eintauchen
Ethanol 96 % 11 3-maliges Eintauchen
Ethanol 70 % 3-maliges Eintauchen
Ethanol 50 % 3-maliges Eintauchen

Entmineralisiertes Wasser  Eintauchen bis die Turbu-
lenzen verschwinden

3.2.3.4 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung wurde als erster Analyseschritt eingesetzt, um die Zell-
vitalitdt und die Morphologie zu begutachten. Die HE-Farbung wurde im Anschluss an
die Deparaffinierung und Rehydrierung nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

Tabelle 12: Protokoll HE-Farbung.

Schritt Losung Zeit
Farbung basophiler Hamatoxylin 6-8 Minuten
Strukturen

Abwaschen des Hamatoxy- Entmineralisiertes Wasser  Bis die Losung klar bleibt
lin

Blauen Leitunswasser 5 Minuten
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Schritt Ldsung Zeit

Féarbung acidophiler Eosin 1 Minute

Strukturen

Dehydration Ethanol 70 % 3-maliges Eintauchen
Ethanol 96 % 2 Minuten
Isopropanol | 5 Minuten
Isopropanol I1 5 Minuten
Xylol | 5 Minuten
Xylol 11 5 Minuten

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden anschlielend mit Entellan® eingedeckt.

3.2.3.5 Immunofluoreszensfarbung

Immunofluoreszensfarbungen wurden zur Identifizierung spezifischer Zellmarker durch-
gefiihrt. Der Primarantikdrper wurde 1:100 und der Sekundarantikdrper 1:400 verdiinnt,
sofern nicht anders angezeigt. Die Sekundarantikorper wurden entsprechend der Herkunft
des Primérantikdrpers eingesetzt. Die Immunofluoreszensféarbung wurde nach folgendem

Protokoll durchgefihrt:

Tabelle 13: Protokoll Immunfluoreszensfarbung.

Schritt

Losung Zeit

Blocken

Blockpuffer 30 Minuten

Primarantikorperfarbung

Primarantikdrper verdinnt Uber Nacht bei 4°C
in der Antikorperverdln-
nungslésung

Waschen

TBST 3 x 5 Minuten

Sekundarantikorperinku-
bation

Sekundarantikdrper in der 60 Minuten
Antikorperverdiinnungs-
I6sung

Waschen

TBST 3 x 5 Minuten

Die Gewebeschnitte wurden im Dunkeln gehalten ab der Sekundérantikdperinkubation.
Die Proben wurden in Mowiol/ Triethylendiamin (DABCO) mit 0,1 % DAPI oder Fluo-
romount G eingedeckt und bei 4°C im Dunklen bis zur Mikroskopie aufbewahrt.
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3.2.3.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Die 48-stundige Fixation der Hydrogele mit 2,5 % Glutaraldehyd in 50 mM Dimethylar-
sinsaure-Puffer fand bei 4°C statt. Die weitere Verarbeitung dieser Hydrogele und ihre
photographische Dokumentation wurde von Prof. Krohne (Universitat Wirzburg) durch-
gefiihrt. Die Proben wurden in einer ansteigenden Acetonreihe dehydriert, bei tberkriti-
scher Trocknung eingefroren und mit Gold-Palladium besputtert und einem REM JEOL
JSM-7500F mikroskopiert.

3.2.3.7 Transmissionselektroskopie (TEM)

Die Hydrogele wurden mit 2,5 % Glutaraldehyd in 50 mM Dimethylarsinséure-Puffer fiir
48 Stunden bei 4°C fixiert und danach 2 Stunden bei 4°C in 2 % Osmiumséure getaucht.
Auch in diesem Fall lag die weitere Verarbeitung der beschriebenen Hydrogele und ihre
photographische Dokumentation in der Verantwortung von Prof. Krohne (Universitét
Wirzburg). Ultradiinnschnitte wurden mit 0,5 % Uranylacetat gefarbt, dehydriert mit
Ethanol, in Epon 812 eingebettet und mit einem TEM JEOL JEM-2100 mikroskopiert.

3.2.4 Analysemethoden

3.2.4.1 Transparenzmessung der Kollagenhydrogele

Die optische Dichte von 200 pl azellularen quervernetzten und nicht-quervernetzen Kol-
lagenhydrogelen sowie der Kollagenlésung wurde tber die Absorption von 500-800 nm
in einer 96-Well-Multititerplatte mit flachen Boden im Spektrometer vermessen. Die
Transmission wurde aus dem Quotienten von einfallendem Licht und absorbierten Licht
gebildet.

3.2.4.2 Mechanische Charakterisierung der Hydrogele

Die mechanischen Eigenschaften der Hydrogele wurden durch einen Kompressionstest
in einer Materialtestmaschine mit einer 2,5 kN Kraftmessdose von Zwick/ Roell Z005
getestet. Die Daten wurden mit der testXpert 11-Software erfasst. Nach der Fertigstellung
wurden die Hydrogele 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Hydrogele in zylindrischer Form
von 1,5 mm Durchmesser und 10 mm Hohe wurden vermessen. Fur den Kompressions-
test wurde zunéchst eine konstante VVorschubgeschwindigkeit von 1 mm/ min eingesetzt,
dann bis hin zu einem Abstand von 2 mm zwischen Vorschub und Kreuzkopf. Eine Span-
nungs-Formanderungskurve wurde wéhrend der Messung aufgezeichnet. Der elastische
Kompressions-E-Modulus wurde von jeder Probe als Quotient aus Spannung und For-
manderung im linearen Teil der Spannungs-Formanderungskurve berechnet.
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3.2.4.3 Kollagenase-Assay

Um die Bestandigkeit des Hydrogels gegentiber einem enzymatischen Verdau zu evalu-
ieren, wurde ein Kollagenase-Assay durchgefihrt. Hierfir wurden 500 pl Hydrogel fur
1 Stunde in 1 ml 0,1 M TrisHCI (pH 7,4) mit 50 mM CaCl; bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurde die TrisHCL-LAsung mit der Kollagenaseldsung (10 U/ mg Kollagenase Typ
IV in 0,1 M TrisHCI) ausgetauscht. Nach 14 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die en-
zymatische Reaktion durch die Zugabe von 1ml 0,25 M Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) gestoppt. Nach Vakuumtrocknung wurde die verbleibende Masse auf die nicht
verdaute Masse der Kontrolle normalisiert.

3.2.4.4 Viabilitatsbestimmung der Zellen im Hydrogel

Die Viabilitat von 1 * 10° humanen dermalen Fibroblasten in quervernetzten und nicht-
quervernetzten Hydrogelen wurde nach 21 Tage mittels MTT-Tests bestimmt. Die besie-
delten Hydrogele wurden in 3 ml MTT-L6sung (1 g/ ml MTT in PBS") flr 24 Stunden
bei 37°C inkubiert. Danach wurde die MTT-L6sung durch Isopropanol ersetzt und fir
24°C bei 4°C inkubiert, um das gebildete Formazan zu lésen. AnschlieBend wurden
200 pl der Formazanldsung bei 570 nm mit einem Spektrometer vermessen.

Zusatzlich wurde Laktatdehydrogenaseaktivitat (LDH) mit einem kommerziell erhéltli-
chen Zytotoxizitat-Test bestimmt, um die Zell-Lyse zu untersuchen. Quervernetzte und
nicht quervernetzte Hydrogele wurden mit 1 * 10° Zellen/ ml prapariert und fiir 24 Stun-
den kultiviert. Zur positiven Kontrolle wurden Hydrogele mit 1 % Triton X-100 in PBS
flr 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Zur Quantifizierung der LDH wurden 100 pl des Re-
aktionsmixes mit 100 pl Uberstand aus jeder Probe einer 96-Well-Multititerplatte mit fla-
chem Boden gemischt. Nach 30 Minuten wurde die Umwandlung des Formazans durch
die LDH bei 492 nm im Spektrometer ausgemessen.

3.2.4.5 Kontraktionsmessung der stromalen und dermalen Aquivalente

Um die Kontraktion der Hydrogele durch humane primare stromale oder dermale Fib-
roblasten zu messen, wurden die Hydrogele tber 20 Tage untersucht. Nach der Prapara-
tion von quervernetzen und nicht-quervernetzen Hydrogelen mit 2 * 10° Zellen/ ml wur-
den die besiedelten Hydrogele im Brutschrank bei 37°C kultiviert. 2-mal in der Woche
erfolgte der Wechsel des Kulturmediums. Die Messung des Flacheninhaltes erfolgte mak-
roskopisch an den Tagen 1, 5, 6, 9, 10, 12, 14, 15 und 20.

3.2.4.6 Bestimmung der Epithel-Barriereeigenschaften

Die Epithel-Barriereeigenschaften wurden anhand der Zeit bestimmt, die eine irritative
Substanz braucht, um die Zellviabilitat um 50°% (ETso) zu senken®. Die Modelle wurden
hierfir apikal mit 25 pl mit 1 % Triton X-100 in PBS™ bei 37°C fir 0,5; 1,5; 3,0; 4,5 und
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6 Stunden inkubiert. Zur gleichmafiigen Verteilung wurde das Triton durch Auf- und Ab-
pipettieren aufgeschaumt. Unbehandelte Modelle dienten als negative Kontrolle. Im An-
schluss an die Inkubation wurden die Modelle in 150 ml Behéltnissen mit PBS™ gewa-
schen. Fir die folgende Viabilitatsbestimmung wurden die Modelle in eine 24-Well-Mul-
tititerplatte mit 300 pl 1 mg/ ml MTT in PBS™ gestellt und fir 3 Stunden bei 37°C inku-
biert. Zum Ldsen des blauen Formazans wurden die Modelle in eine frische 24-Well
Platte in 2 ml Isopropanol untergetaucht und fur 18 Stunden bei 4°C inkubiert. Zum
Schluss wurden die Insertmembranen durchstochen und 200 ul der Lésung im Spektro-
meter bei 570 nm gemessen. Isopropanol wurde als Leerwert eingesetzt.

3.2.4.7 Impedanzspektroskopie

Die Impedanz von RHE, mRHE und RCE wurden in 24-Well-Platen mit einer selbstent-
wickelten Messapparatur bestimmt (Abbildung 18). Das Insert und das Well wurden je-
weils mit 0,5 ml Epilife® Basalmedium gefillt, um den Kontakt zu den Elektroden zu
gewahrleisten. Wie zuvor beschrieben, fand die Messung fir jedes Modell Gber den Fre-
quenzbereich von 1 Hz - 100 kHz an 40 logarithmisch verteilten Punkten statt®. Um die
Impedanz als Spektrum Z(f) von biologischen Proben aufzuzeichnen, wurde ein sinusoi-
daler elektrischer Strom I(f) [A] generiert und die Potentialdifferenz U(f) [V] durch ein
Impedanzspektrometer LCR HITESTER 3522-50 gemessen. Eine mal3geschneiderte Be-
nutzeroberflache wurde in LabVIEW programmiert und hat Z(f) aus nachstehender Glei-
chung berechnet: Z(f) = U(f)/ I(f).

3.2.5 Invitro-Augenreizungstest

Der Augenirritationstest wurde aus dem Testprotokoll OECD Richtlinie 492 abgeleitet®?.
Die Impedanz der Modelle wurde zuerst vor dem Test gemessen. Die Modelle wurden
mit 20 pl PBS™ befeuchtet. 50 pl von fliissigen Testsubstanzen wurden in Duplikaten fir
30 Minuten inkubiert, dreimal gewaschen, in einer 12-Well-Multititerplatte mit 2,5 ml
Kulturmedium fir 12 Minuten eingetaucht und fur 120 Minuten unter normalen Kultur-
bedingungen im Brutschrank inkubiert. 50 mg von festen Testsubstanzen wurden in Dup-
likaten fur 6 Stunden appliziert, dreimal gewaschen, in einer 12-Well-Multititerplatte mit
2,5 ml Kulturmedium fir 25 Minuten eingetaucht und fiir 18 Stunden unter normalen
Kulturbedingungen im Brutschrank inkubiert. PBS™ kam als Negativkontrolle und 5 %
Natriumlaurylsulfat als positive Kontrolle zum Einsatz. Im Anschluss erfolgte eine er-
neute Messung der Impedanz. In der Folge fanden Wiederholungs-Messungen an den
Tagen 1, 3, 7 und 11 satt. Danach wurde der MTT-Test wie zuvor beschrieben durchge-
fahrt und in einem Spektrometer bei 570 nm gemessen. Isopropanol wurde als Leerwert
verwendet.
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Tabelle 14: Liste der Testsubstanzen fiir den Augenreizungstest. Fur alle Testsubstanzen wurde die CAS-

Nummer (Chemical Abstract Service) und die Klassifizierung nach dem UN-GHS-System hinzugefugt.

Testsubstanz CAS-Nummer  GHS-Kategorie
Glycerol 56-81-5 “keine Kategorie”
Kaliumtetrafluorobat 14075-53-7  “keine Kategorie”
Toluol 108-88-3 “keine Kategorie”
Aceton 67-64-1 Kategorie 2
Ethanol 64-17-5 Kategorie 2
Citrat 77-92-9 Kategorie 2
Imidazol 288-32-4 Kategorie 1

10 % Benzalkoniumchlorid ~ 8001-54-5 Kategorie 1

15 % Natriumlaurylsulfat 151-21-3 Kategorie 1

3.25.1 Statistische Auswertung

Die Datensatze wurden auf Normalitdt hin mit dem D’ Agostino-Pearson-Omnibus-Test

untersucht. Bei Normalverteilung wurde die einseitige Varianzanalyse (ANOVA) bezie-
hungsweise bei nicht vorliegender Normalverteilung der Kruskal-Wallis-Test in Verbin-
dung mit Dunnett’s-Post-Test durchgefiihrt. Die Erstellung der statistischen Analysen
und die graphische Gestaltung wurden mit GrapPad PRISM 6 durchgeflhrt. Werte

p < 0,05 wurden als signifikant eingestuft.
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4  Ergebnisse

Zur Entwicklung eines alleinstehenden in vitro-Tests, der alle GHS-Kategorien flr Au-
genirritation erkennt, wurden das Cornea-Modell und die Analysemethode Uberarbeitet.
Als erstes wurde die Etablierung eines Modells mit priméaren humanen Zellen untersucht.
Als zweites folgte die Einsetzung eines final nicht-destruktiven Messsystems basierend
auf der Impedanzspektroskopie, um die Sensitivitat der Analyse zu verbessern. Drittens
ergab die Kombination aus Cornea-Modell und Impedanzspektroskopie schlie3lich die
Madglichkeit, alle GHS-Kategorien in Bezug auf die Augenreizung in einem Verfahren zu
identifizieren.

4.1 Der Einfluss verschiedener Zellquellen fiir die
Generierung von Cornea-Modellen

Humane primare Zellen sind eine wichtige Ressource fiir organotypische Gewebemodelle
fur die préklinische Forschung. Sie rekapitulieren die Proteinexpression und den Meta-
bolismus der Cornea in vivo und bilden somit Teile der nativen Funktion und Anatomie
des Gewebes wieder ab. Um herauszufinden, ob der Zellursprung Einfluss auf die Risi-
koanalyse des Augenreizungspotentials hat, wurden primére humane Epithelzellen aus
Cornea und Haut eingesetzt, um daraus Gewebemodelle herzustellen.

4.1.1 Die primaren cornealen Zellen erhalten ihre native Marker

Um die bestehenden Modelle der Testmethoden, die hauptsachlich aus Zelllinien oder
primdren Hautzellen bestehen, zu verbessern, sollen neue Modelle von primaren cornea-
len Zellen etabliert werden. Deshalb wurden die drei Hauptzelltypen der Cornea: Epithel-
zellen, Stromazellen und Endothelzellen isoliert. Die cornealen Zellen konnten (iber einen
enzymatischen Verdau und anschlieBendes Abziehen isoliert werden. Die isolierten cor-
nealen Epithelzellen zeigten die typische ,,Kopfsteinpflaster“-Morphologie und wuchsen
zu einem dichten Monolayer zusammen. Die immunhistochemische Farbung zeigt den
epithelialen Charakter mit Zytokeratin 14 sowie den cornea-spezifischen Marker Zytoke-
ratin 3/12%. Die stromalen Zellen konnten nach dem Abziehen des Epithels durch Kol-
lagenase-Verdau des Stromas gewonnen werden. Die Stromazellen, auch als Keratozyten
oder stromale Fibroblasten bekannt, wiesen die typisch fibroblastare Spindelform auf.
Die Zellen farbten positiv in Bezug auf Vimentin, einem Fibroblasten-Marker, und in
Bezug auf die zellspezifische Aldehyd-Dehydrogenase 3A1%. Die Endothelzellen wur-
den nach der “Big Bubble”-Technik isoliert®. Durch das Einfiinren einer Blase zwischen
Stroma und Descemet-Membran konnte das Endothel auf der Descemet-Membran isoliert
werden. Die Endothelzellen bildeten eine hexagonale Form auf der Descemet-Membran.
Die Zellen konnten mit einem Trypsin-Verdau von der Membran getrennt werden, jedoch
uberlebten nur wenige Zellen den Prozess (Abbildung 7A). Die isolierten Zellen wurden
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weiterhin auf ihr Wachstumspotential in vitro untersucht. Hierfur wurde die Wachstums-
geschwindigkeit tiber drei Passagen evaluiert. Die stromalen Zellen wiesen hier die meis-
ten Zellteilungen auf, gefolgt von den Epithelzellen. Jedoch nahm bei beiden die Wachs-
tumsgeschwindigkeit ab. Bei den Epithelzellen endete das Wachstum nach der dritten
Passage. Die Endothelzellen proliferierten nicht in der Zellkultur (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Charakterisierung der isolierten cornealen Epithel-, Stroma- und Endothelzellen. (A) Licht-
mikroskopische Aufnahmen der cornealen Epithel-, Stroma- und Endothelzellen. Die weillen MaRstabsbal-
ken entsprechen 20 um und der gelbe 1000 um, Immunfluoreszensfarbungen der Zellen mit Zytokeratin 14
(K14), Zytokeratin 3/12 (K3/12), Vimentin und Aldehyd-Dehydrogenase 3A1 (ALDH3AL). Die Mal3stabs-
balken entsprechen 20 um. (B) Wachstumsgeschwindigkeit der cornealen Epithelzellen (n=2; Mittel-
wert + Standardabweichung), stromale Zellen (n=3; Mittelwert + Standardabweichung) und Endothelzel-
len (n=3; Mittelwert + Standardabweichung) tber drei Passagen.
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4.1.2 Die Cornea Epithelmodelle konnen aus priméaren Cornea- und
Hautzellen generiert werden

Zur Generierung eines dreidimensionalen in vitro-Modells fir den Augenreizungstest
sollte ein unverhorntes mehrschichtiges Epithel aus priméren cornealen und epidermalen
Epithelzellen generiert werden. Die Differenzierung der Zellen zu mehrschichtigen
Epithelien konnte mithilfe der Kultur an der Luft-Flussigkeitsgrenzflache induziert wer-
den. Fir das RCE wurden primére humane corneale Epithelzellen von post-mortem-
Spendern verwendet. Verschiedene Medien wurden getestet, um die optimalen Konditi-
onen zur Kultur zu erreichen. Die Zellen formten 2-3 unverhornte Schichten nach 7 Tagen
und 5 Schichten nach 11 Tagen. Nach 11 Tagen fing das Epithel an, eine Hornschicht zu
bilden. Die Schichtzahl von 4-5 blieb Uber die gesamte untersuchte Kulturdauer von
21 Tagen konstant (Abbildung 8A). Des Weiteren konnten Modelle aus den nah verwand-
ten epidermalen Epithelzellen etabliert werden. Aus den humanen epidermalen Zellen
wurde das RHE Uber 21 Tage kultiviert. Die Zellschichten nahmen an Tag 7 bis zu 5-6
Schichten, an Tag 21 bis zu 9-10 Schichten zu. Insofern war die Identifikation der unter-
schiedlichen Epidermis-Schichten von Stratum Basale, Stratum Spinosum, Stratum Gra-
nulosum und Stratum Corneum moglich (Abbildung 8B).

Die parallel etablierte TEER-Wert-Messung bei einer Frequenz von 1000 Hz
(TEER1000 Hz, Vgl. S.65) tiber den Aufbau des RCEs wies einen Anstieg von 192 Qcm? an
Tag 7, bis 1390 Qcm? an Tag 14. Nach 21 Tagen pendelte sich das Epithel bei einem
TEER1000 Hz VON 1224 Qcm? ein. Die Standardabweichung zwischen den sechs Spendern
nahm mit 55 Qcm? an Tag 7, bis 2049 Qecm? an Tag 21 zu (Abbildung 8C). Der
TEER1000 - Stieg stetig Uber die Kultivierung des RHE an mit 1128 Qcm? an Tag 7, bis
3886 Qcm? an Tag 21 (Abbildung 8D). Das Ziel der Versuchsreihe war ein unverhorntes
mehrschichtiges Cornea-Epithel in vitro zu generieren. Die Modelle zeigten die hochste
histologische Ubereinstimmung mit nativer Cornea an Tag 11, an dem die Modelle 4-6
unverhornte Zelllagen aufweisen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Kulturdauer
von 11 Tagen fur das RCE und die modifizierte rekonstruierte Epidermis (mRHE) ge-
wahlt.
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Abbildung 8: Charakterisierung der cornealen und epidermal generierten in vitro-Modelle. HE-Farbungen
tber die Entwicklung der in vitro-Modelle aus (A) priméren humanen cornealen Epithelzellen oder aus (B)
priméren humanen epidermalen Epithelzellen - kultiviert an der Luft-Flussigkeitsgrenzflache in E3-Me-
dium. Der MaRstabsbalken entspricht 20 pm. TEER1000 H.-Messung uber die Entwicklung der in vitro-Mo-
delle generiert aus (C) priméren humanen epidermalen Epithelzellen oder aus (D) priméaren humanen epi-
dermalen Epithelzellen iber 21 Tage. (n=6; Mittelwert + Standardabweichung).

4.1.3 Die Herkunft der primaren Zellen definiert die Anatomie, das
Proteinmuster und die Barriereeigenschaften der Cornea-Modelle

Im ndchsten Schritt wurden die epithelialen Modelle mit der nativen Cornea und Haut
verglichen. Die native Cornea wies eine spezifische Zytokeratin 3/12-Férbung auf wie
auch das RCE, aber keines der anderen Modelle. Zytokeratin 1, ein spezifischer Marker
flr die Epidermis, wurde im mRHE, RHE und der nativen Haut gefunden, aber nicht in
der Cornea oder dem RCE. Zytokeratin 14, das generell in Epithelien exprimiert wird,
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befand sich in allen Modellen und den nativen Geweben. Loricrin, ein Marker des ,,Cor-
nified Envelopes*, farbte alle Modelle und Gewebe®. Jedoch war die Loricrin-Distribu-
tion unterschiedlich. In der nativen Haut, RHE und mRHE besaRen nur die obersten
Schichten Loricrin. Hingegen ergaben die Cornea und das RCE-Modell tber alle Schich-
ten positive Ergebnisse fur Loricrin. Involucrin, ein weiteres Protein des ,,Cornified Enve-
lopes*, befand sich in den obersten Schichten aller gefarbten Modelle und Gewebe (Ab-
bildung 9A)%°. Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Farbungen findet sich in Ta-
belle 15.

Um herauszufinden, ob die Zellquelle und das spezifische Proteinmuster sich auf die Bar-
riereeigenschaften auswirken, wurde ein ETso-Assay durchgefiihrt. Durch die Inkubation
der Modelle mit der irritativen Substanz Triton X-100 (iber einen bestimmten Zeitraum
konnten die Modelle nach dem Zeitpunkt, an dem die Hélfte der Zellen im MTT-Test
noch metabolisch aktiv waren, aufgetrennt werden. Das RHE ist mit einem ETso-Wert
von 5,4 Stunden weniger sensibel gegen Triton X-100 als das mRHE mit 1,1 Stunden
oder das RCE mit 0,6 Stunden. Im ETso konnten keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen dem RCE und mRHE gefunden werden (Abbildung 9B).

Die Messung des parallel entwickelten TEER1000 Hz (vgl. S.65 ) hingegen demonstrierte
signifikante Unterschiede zwischen RHE, mRHE und RCE, welche nicht im ETso-Test
detektiert werden konnten (Abbildung 9B). Das RHE hat den hochsten TEER 1000 Hz-Wert
mit 8726 + 2051 Qcm?, gefolgt vom mRHE mit 3718 + 1242 Qcm? und dem RCE mit
dem niedrigsten Wert von 684 + 211 Qcm?, vergleichbar mit den ETso-Werten. Aller-
dings fihrten die sensitiveren TEER1000 H.-Messungen im Vergleich zu den MTT-basier-
ten ETso-Messungen zu statistisch signifikanten Unterschieden zwischen dem RHE und
MRHE, RHE und RCE als auch zwischen mRHE und RCE (Abbildung 9C).
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Abbildung 9: Vergleich der Epithelmodelle. (A) HE-Férbung und Immunfluoreszensférbung der nativen
Cornea, nativen Haut, rekonstruierten humanen Epidermis (RHE), modifizierte rekonstruierte humane Epi-
dermis (mRHE) und rekonstruiertes humanes corneales Epithelium (RCE). Immunfluoreszensfarbungen
mit Zytokeratin 1 (K1), Zytokeratin 3/12 (K3/12), Zytokeratin 14 (K14), Loricrin und Involucrin. Der MaR-
stabbalken entspricht 20 um. (B) ETso-Assay, um die Barriereeigenschaften, der rekonstruierten humanen
Epidermis (RHE), der modifizierten rekonstruierten humanen Epidermis (mRHE) und der rekonstruierten
humanen cornealen Epitheliums (RCE) zu evaluieren (n=3; Mittelwert £ Standardabweichung). (C)
Transepithelialer elektrischer Widerstand bei 1000 Hz gemessen (TEER1000 Hz) von der rekonstruierten
humanen Epidermis (RHE), modifizierten rekonstruierten humanen Epidermis (MRHE) und des rekonstru-
ierten cornealen Epithel (RCE) (n=30;. Mittelwert + Standardabweichung; *p<0.05).
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Tabelle 15: Zusammenfassung der gefarbten Marker der verschiedenen Modelle und nativen Gewebe. Ge-
farbte Marker: Zytokeratin 3/12 (K3/12), Zytokeratin 1 (K1) und Zytokeration 14 (K14), Loricrin und In-
volucrin.

Cornea RCE mRHE RHE Haut
K3/12 + + - - -
K1 - - + + +
K14 + + + + +
Loricrin + + + (apikal) + (apikal) + (apikal)
Involucrin + + + + +

4.1.4 Die Retinsaure kann die Verhornung in den Hautzell-basierten
Modellen reduzieren

Mit dem Ziel, das etablierte RHE zu einem Corneaepithel zu entwickeln, wurden ver-
schiedene Medienzusatze getestet (Wnt3a, Wnt7, Ascorbinsaure, Noggin, ROCK-Inhi-
bitor, DMSO), die die Verhornung unterdriicken und die Hautzellen zu Cornea-Zellen
transdifferenzieren. Bei den getesteten Zusatzen demonstrierten die Zugaben von Cal-
cium und Retinsdure (Vitamin A) die ausgepragtesten Wirkungen (Abbildung 10). Die
Reduktion von 1,5mM Calcium im Luft-Flissigkeitsphasen-Medium unter 0,5 mM
fihrte zu einer reduzierten Verhornung. Zusatzlich stagnierten die Zellschichten zwi-
schen 2-4 (Abbildung 10A). Retinsaure unterdriickte die Verhornung schon bei sehr ge-
ringen Konzentrationen von 10" mM (Abbildung 10B). Des Weiteren veranderte die Zu-
gabe von Retinsaure die Marker-Expression. Die Addition von 10> mM Retinséure nach
5 Tagen Kultur des Modells offenbarte die Reduktion des Epidermis-spezifischen Zyto-
keratins 1 und Loricrins. Zytokeratin 14, 3/12 und Involucrin haben sich nicht verandert
(Abbildung 10C).
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A B

Calcium Retinsaure C Retinsdure 10° mM

Abbildung 10: Cornea-Modelle kultiviert mit Calcium oder Retinséure. (A) Rekonstruierte humane Epi-
dermis (RHE) kultiviert fiir 7 Tage mit verschiedenen Calciumkonzentrationen. (B) Rekonstruierte humane
Epidermis (RHE) kultiviert fir 7 Tagen mit verschiedenen Retinsdurekonzentrationen. Mafstabsbalken
entspricht 20 pm. (C) Rekonstruierte humane Epidermis (RHE) kultiviert fur 10 Tage. Nach 5 Tagen wurde
10 mM Retinsdure zugegeben. Immunfluoreszensfarbung von Zytokeratin 14 (K14), Zytokeratin (K1),
Zytokeratin 3/12 (K3/12), Loricrin und Involucrin. MaRstabsbalken entspricht 20 um.

4.2 Die Fabrikation eines Stroma-Aquivalents

Zur Erweiterung der Kapazitadt der Modelle, irritative Chemikalien zu identifizieren,
sollte das Epithelium um ein Stroma-Aquivalent erweitert werden®. Drei verschiedene
Ansatze wurden getestet, um ein Stroma-Aquivalent zu generieren: Selbst-synthetisiertes
Kollagen, Kollagenhydrogele und quervernetzte Kollagenhydrogele.

4.2.1 Die Stromazellen synthetisieren selber kleine Mengen an Kollagen

Im ersten Ansatz sollte das Stroma durch primare stromale Zellen oder Hautfibroblasten
selbst synthetisiert werden. Durch die Zugabe von Ascorbyl-2-Phosphat wurden die Zel-
len angeregt, Kollagen zu produzieren®’. Die stromalen Zellen produzierten einige
Schichten an extrazelluldrer Matrix im Insert und in der Multititerplatte. In der Multiti-
terplatte bildeten sich mehr Zellschichten und mehr Matrixablagerungen. Die dermalen
Fibroblasten produzierten insgesamt mehr Zellschichten und Kollagen als die stromalen
Zellen in beiden Kultursystemen. Zusatzlich kontrahierte die produzierte Kollagenzell-
schicht nach 25 Tagen. Zusammengenommen erreichte die Kollagenablagerung keine
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100 pm in der Hohe (Abbildung 11A). Um herauszufinden, ob mehr Matrix von den stro-
malen Zellen produziert wird, wurde die Kulturdauer auf 50 Tage und die Zugabe von
Ascrobyl-2-Phosphat auf 100 pg/ ml im Insertsystem erhéht. Dennoch konnten nur 4-5
Zellschichten mit geringen Kollagenablagerungen produziert werden (Abbildung 11B).
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Dermale Fibroblasten Stromazellen

Multititerplatte
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Abbildung 11: Kollagensynthese der priméaren humanen stromalen Zellen und Hautfibroblasten. 10° stro-
male Zellen oder Hautfibroblasten wurden in einer Multititerplatte oder einem Insert ausgesét und fiir (A)
30 Tage beziehungsweise (B) 50 Tage in Fibroblasten-Medium mit (A) 50 pg/ ml beziehungsweise (B)
100 pg/ml Ascorbyl-2-Phosphat kultiviert. Makroskopische Aufnahmen und HE-Férbungen wurden durch-
geflhrt, um die Entwicklung der Biomasse zu evaluieren. Der Malistabsbalken entspricht (A) 50 um und
(B) 20 pm.

4.2.2 Die stromalen Zellen proliferieren und kontrahieren das
Kollagenhydrogel

Weil die Kollagensynthese der Zellen nicht ausreichend Matrix produzierte, um ein
500 um dickes Stroma zu imitieren, wurden zudem Kollagenhydrogele eingesetzt. Rat-
ten- und Rinderkollagen wurden mit verschiedenen Zellkonzentrationen untersucht. Die
HE-Farbung demonstrierte eine gleichmaRige Verteilung der stromalen Zellen in den
Hydrogelen (Abbildung 12A). Die Hydrogele aus Rinderkollagen wiesen eine lockerere
Konsistenz auf. Sowohl die Ratten- als auch die Rinderkollagenhydrogele waren im ge-
lierten Zustand trib. Zur weiteren Evaluierung der Zellen im Rattenschwanzhydrogel
wurde eine Proliferationsstudie durchgefihrt (Abbildung 12B). Die stromalen Zellen
proliferierten zunehmend iiber die 20 Tage, bis bei ca. 5 * 10° Zellen pro Gel eine Wachs-
tums-Saturierung erreichten. SchlieBlich wurde der Einfluss der Zellen auf das Ratten-
schwanzhydrogel anhand der Kontraktion gemessen. Keine Kontraktion der Hydrogele
wurde Uber die ersten 15 Tage beobachtet. Erst an Tag 20 waren die Hydrogele um
29,3 % geschrumpft (Abbildung 12C).
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Abbildung 12: Primére humane stromale Zellen kultiviert in Kollagenhydrogelen. (A) HE-Farbung des
Rattenschwanz-Kollagenhydrogels und des Rinderkollagenhydrogels mit 5 * 10* stromalen Zellen besie-
delt. Der Malistabsbalken entspricht 100 um (B) Untersuchung der Proliferation der stromalen Zellen im
Rattenschwanzkollagen. 2,5* 10* (25K); 5* 10* (50k) und 1 * 10° (100k) stromalen Zellen wurden in Rat-
tenschwanzkollagen ausgesét. Alle 5 Tage wurden die Hydrogele mit Kollagenase verdaut und die Zellen
mit Trypan-Blau gezahlt fur 20 Tage (n=3; Mittelwert + Standardabweichung). (C) Kontraktionsstudie der
besiedelten Kollagenhydrogele. Zur Kontraktionsmessung der mit stromalen Zellen besiedelten Kollagen-
hydrogele wurde tber 20 Tage die Oberflache makroskopisch vermessen (n=3; Mittelwert + Standardab-
weichung).

4.2.3 Die Etablierung eines quervernetzten Stroma-Aquivalents

Zur Imitation der starren mechanischen Eigenschaften und der Transparenz des mensch-
lichen Cornea-Stromas wurden die Kollagenhydrogele mit PEG-SG quervernetzt.

4.2.3.1 Die Quervernetzung mit PEG-SG erh6ht die Transparenz und
verbessert die mechanischen Eigenschaften

Die Quervernetzung der Kollagenhydrogele mit vier-armigen PEG-SG wurde getestet,
um die Transparenz und die mechanischen Eigenschaften zu verbessern (Abbildung
13A). Die quervernetzten Kollagenhydrogele waren nach der Gelierung transparent im
Gegensatz zu den triiben Kollagenhydrogelen (Abbildung 13B). Zur Quantifizierung der
optischen Eigenschaften wurde die Transmission des sichtbaren Lichts zwischen den
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Wellenldngen 500-800 nm der Kollagenlésung, dem Kollagenhydrogel und dem querver-
netzten Kollagenhydrogel gemessen (Abbildung 13B). Fir die Kollagenlésung und die
quervernetzten Kollagenhydrogele zeigte sich die Transmission gleichbleibend hoch tber
die gemessenen Wellenldangen im Gegensatz zum Kollagenhydrogel, das eine ansteigende
Transmission Uber die Wellenldnge verzeichnete. Da die Transmission bei 500 nm den
grolten Unterschied aufwies, wurde diese Wellenlange gewahlt, um die optischen Eigen-
schaften zu vergleichen. Die Kollagenlésung zeigte eine Transmission von 78,5 + 1,6 %
Nach Gelierung der nicht quervernetzen Kollagenhydrogele betrug die Transmission nur
noch 23,8 £ 0,3 %. Die quervernetzten Hydrogele erzielten hingegen signifikant hthere
Transmissionen mit 88,4 + 1,2 % fir PEG-SGso und 89,6 + 0,3 % fur PEG-SGaoo (Abbil-
dung 13B).

Die Untersuchung des Elastizitatsmoduls der Hydrogele diente dazu, die Auswirkungen
der Quervernetzung auf die mechanischen Eigenschaften zu untersuchen (Abbildung
13C). Mit PEG-SGso stieg das E-Modul signifikant von 315 Pa fir das nicht quervernet-
zen Kollagenhydrogels auf 557 Pa an. Mit PEG-SG100 wurde ein E-Modul von 1225 Pa
erreicht. Da die chemische Quervernetzung des Kollagenhydrogels die Kollagenfibrillen
weniger anfallig fir den enzymatischen Verdau machen kann, erfolgte die Durchfiihrung
einer Kollagenase-Degradation. Die genutzte Kollagenase katalysiert die hydrolytische
Spaltung von einzelnen Kollagenketten sowie der Tripel-Helix-Struktur. Hierflr wurden
Kollagenhydrogele mit und ohne Quervernetzung generiert und 14 Stunden mit Kol-
lagenase verdaut (Abbildung 13D). Die nicht quervernetzten Kollagenhydrogele degra-
dierten statistisch signifikant schneller und hatten nach 14 Stunden nur 3 + 2 % ihrer ur-
springlichen Masse. Im Kontrast dazu hatten die PEG-SGsg-Kollagenhydrogele noch
35 +9 % ihrer initialen Masse. Eine noch hohere Stabilitét zeigten die PEG-SGaioo-Kolla-
genhydrogele mit einer verbleibenden Masse von 60 + 5 % %,

4.2.3.2 Die Quervernetzung verandert das Kollagengeflige

Die Hinzuziehung von REM- und TEM-Aufnahmen hatte zum Ziel, Einsichten in die
Ultrastruktur des Kollagenhydrogels und des quervernetzten Kollagenhydrogels zu erlan-
gen. Die TEM-Aufnahmen offenbarten die dicht gepackten Kollagenfibrillen im Kolla-
genhydrogel mit dem typischen Banderungsmuster durch die versetzte Anordnung der
Kollagenmolekiile®®. In den quervernetzten Kollagenhydrogelen mit PEG-SGso waren
nur wenige Kollagenfibrillen zu identifizieren. Bei den mit PEG-SGioo vernetzten Hyd-
rogelen waren keine Kollagenfibrillen-Strukturen zu finden. Daflr bildeten sich dinne,
fibrillenartige Strukturen von ca. 5 nm Durchmesser, die gleichméafig verteilt waren.

Die Ultrastruktur des Kollagens wurde auch unter dem REM betrachtet. (Abbildung 13E).
Die Kollagenfibrillen mit ca. 70 nm Dicke erschienen im Kollagenhydrogel gleichmé&Rig
und homogen verteilt. Die Struktur des PEG-SGso-Kollagenhydrogels zeigte nicht die
klassische Kollagenstruktur. Nur einzelne Kollagenfibrillen konnten identifiziert werden.
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Die PEG-SGioo-Kollagenhydrogele bildeten keine Kollagenfibrillen und erschienen noch
dichter als das PEG-SGso-Kollagenhydrogel®.
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Abbildung 13: Materialeigenschaften der PEG-SG quervernetzten Kollagenhydrogele. (A) Schematische
Darstellung der Quervernetzung mit PEG-SG. (B) Optische Eigenschaften der Hydrogele. Makroskopische
Aufnahmen des Kollagenhydrogels (KHG) und des quervernetzten Kollagenhydrogels mit PEG-SGso
(KHG-PEG-SGsp) und PEG-SGigo (KHG-PEG-SGino) (unten). Die Transmission der verschiedenen Hyd-
rogele und der Kollagenlésung wurde in einem Absorptions-Scan von 500-800 nm untersucht (oben), (n=5
technische Replikate; Mittelwert + Standardabweichung). (C) Mechanische Charakterisierung der Kolla-
genhydrogele dargestellt als Elastizitditsmodul. Das Elastizitdtsmodul berechnet sich aus dem Spannungs-
Dehnungsverhéltnis im linearen Bereich der Spannungs-Dehnungskurve des Kompressionstests (n=3; Mit-
telwert + Standardabweichung: **p < 0,01, ***P < 0,001). (D) Enzymatische Degradation der Kollagen-
hydrogele. Quervernetzte Kollagenhydrogele (KHG-PEG-SGsp und KHG-PEG-SGig0) Wurden generiert
und 14 Stunden mit Kollagenase behandelt. Zur Kontrolle dienten unvernetzte Kollagenhydrogele (n=3;
Mittelwert + Standardabweichung; **p < 0,01, ***p < 0,001). (E) Ultrastrukturelle Analyse mit dem Ras-
terelektronenmikroskop (REM) und dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) der azelluldren quer-
vernetzten und nicht quervernetzten Hydrogele. Die weiRRen Pfeile in der TEM-Aufnahme deuten auf das
typische Bénderungsmuster der Kollagenfibrillen hin. Der Malstabsbalken in den TEM-Aufnahmen ent-
spricht 280 nm. Die wei3en Pfeile in der REM-Aufnahme deuten auf kollagenfibrillenartige Strukturen hin.
Der Mafstabsbalken in den TEM-Aufnahmen entspricht 1 pm.

4.2.3.3 Die Zellviabilitat hangt von der PEG-SG Konzentration ab

Als néchstes sollte untersucht werden, ob die Quervernetzung mit PEG-SG einen Einfluss
auf die Zellviabilitat hat. Hierfir wurde ein MTT-Test durchgefiihrt und das Ergebnis auf
nicht quervernetztes Kollagenhydrogel normalisiert. Nach 21 tagigen Kultur fuhrte das
PEG-SGso zu einer Viabilitdt von 110,9 £ 10,7 %, wohingegen die Viabilitdt auf
60,2 = 6,5 % fur PEG-SG100 sank (Abbildung 14A). Zuséatzlich wurde die Anwesenheit
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von lysierten Zellen durch die Quantifizierung von LDH im Kulturmedium untersucht.
Als Positivkontrolle diente die Behandlung nicht quervernetzter Kollagenhydrogele mit
1 %iger Tritonlésung. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen dem LDH-
Spiegel im nicht quervernetzten Kollagenhydrogel (1,1 [a.u.]), im quervernetzten Kolla-
genhydrogel mit PEG-SGso (1,1 [a.u]) und dem quervernetzten Kollagenhydrogel mit
PEG-SGi100 (1,1 [a.u]) festgestellt werden. Eine signifikant hohere Absorption mit
1,9 [a.u.] konnte lediglich in der Positivkontrolle beobachtet werden (Abbildung 14B)%.

4.2.3.4 Die Quervernetzung der Hydrogele mit PEG-SG reduziert die
durch Fibroblasten vermittelte Kontraktion

Kollagenhydrogele mit humanen dermalen Fibroblasten wurden hergestellt, um die Fa-
higkeit der quervernetzten Kollagenhydrogele zu starken und der zellvermittelten Kon-
traktion zu widerstehen. Dermale Fibroblasten kamen zur Anwendung, da sie starker und
schneller die Hydrogele kontrahieren als die stromalen Zellen. Die Beobachtung des Fl&-
cheninhaltes dauerte Uber 21 Tage. Nicht quervernetzte Kollagenhydrogele mit und ohne
Fibroblasten dienten zur Kontrolle (Abbildung 14C). Waéhrend der Kulturdauer
schrumpften die nicht quervernetzten Kollagenhydrogele auf 49,9 + 8,9 % ihrer ur-
springlichen Flache. Im Gegensatz dazu wurde signifikant weniger Kontraktion gemes-
sen bei den mit PEG-SGso und PEG-SG1oo behandelten Hydrogelen, die 99,2 + 3,1 % und
99,0 + 1,8 % ihrer Fliache behalten haben (Abbildung 14D)®. Der Aufbau von querver-
netzten Kollagenhydrogelen mit stromalen Zellen tUber 7 Tage zeigte ein &ahnliches Bild
mit homogen verteilten Zellen Uber das gesamte Hydrogel (Abbildung 14E, F).
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Abbildung 14: Biologische Begutachtung der PEG-SG quervernetzten Kollagenhydrogele. (A) Die Viabi-
litdt von priméren humanen Fibroblasten wurde mittels MTT-Test mit PEG-SGso (KHG-PEG-SGsp) und
PEG-SG100 (KHG-PEG-SG100) quervernetzten Hydrogelen nach 21 Tagen evaluiert. Die Werte wurden auf
Fibroblasten in nicht quervernetztem Kollagenhydrogel normalisiert (n=3; Mittelwert + Standardabwei-
chung; ***p < 0,001). (B) Die Laktatdehydrogenase-Freigabe (LDH) der Fibroblasten im PEG-SG-Kolla-
genhydrogel. Zur Untersuchung der Zytotoxizitat wurde ein LDH-Assay durchgefiihrt mit nicht querver-
netzten Kollagenhydrogelen (KHG), mit PEG-SGso (KHG-PEG-SGsg) und PEG-SGigo (KHG-PEG-SG1o0)
quervernetzten Kollagenhydrogelen, deren humane dermale Fibroblasten fuir 24 Stunden kultiviert wurden.
Als Positivkontrolle wurde ein Kollagenhydrogel mit humanen Fibroblasten 2 Stunden mit 1 % Triton X-
100 behandelt (KHG+Triton X-100) (n=3; Mittelwert + Standardabweichung; **p < 0,01, ***p < 0,001).
(C) Kontraktionsstudie der besiedelten quervernetzten Kollagenhydrogele. Die Kontraktion durch die hu-
manen dermalen Fibroblasten des nicht quervernetzten Kollagenhydrogels, des mit PEG-SGso (KHG PEG-
SGso) und PEG-SGigo (KHG-PEG-SGiog) quervernetzten Kollagenhydrogels wurde 21 Tage Uber die Fl&-
che der Gele bestimmt. Zur Kontrolle wurde ein zellfreies Kollagenhydrogel eingesetzt (n=3; Mittel-
wert + Standardabweichung). (D) Die Kontraktion der Kollagenhydrogele an Tag 21. Der verbleibende
Flacheninhalt der besiedelten Kollagenhydrogele des nicht quervernetzten Kollagenhydrogels, des mit
PEG-SGso (KHG-PEG-SGsp) und PEG-SGi0o (KHG-PEG-SGigo) quervernetzten Kollagenhydrogels wurde
an 21 Tagen separat dargestellt (n=3; Mittelwert + Standardabweichung; *p < 0,05). HE-Féarbung der PEG-
SGsp quervernetzten Kollagenhydrogele mit priméren humanen stromalen Zellen auf (E) Rattenschwanz-
kollagenbasis oder auf (F) Rinderkollagenbasis nach 7 Tagen Kultur. Der Malstabsbalken entspricht
20 pm.
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4.3 Die Herstellung von Cornea-Aquivalenten

Im letzten Schritt der Modellentwicklung sollten die cornealen Epithelzellen und das
Stroma-Aquivalent mit stromalen Zellen kombiniert werden, um ein Hemi-Cornea-Mo-
dell oder ein Voll-Cornea-Aquivalent mit RPE-Zellen als Endothelersatz zu gewinnen.
Das Hemi-Cornea-Modell setzt sich aus primaren humanen Epithelzellen, die ein mehr-
schichtiges Epithel bildeten und stromalen Zellen vom selben Spender zusammen, die in
quervernetztem oder nicht quervernetztem Kollagenhydrogel das Stroma-Aquivalent bil-
deten (Abbildung 15). Das mehrschichtige Epithel zeigt Gber das ganze Modell starke
Verhornung. Die stromalen Zellen sind gleichmaRig Uber die Hydrogele verteilt. Das
Epithel des mit PEG-SGso quervernetzten Kollagenhydrogels weist mehr Epithelschich-
ten auf.

Abbildung 15: Das Hemi-Cornea-Modell. HE-Farbung des Hemi-Cornea-Modells nach Tag 11 an der Luft-
Flussigkeitsgrenzflache, das mit primaren humanen Epithelzellen und stromalen Zellen desselben Spenders
generiert wurde. Als Stroma-Aquivalent wurde (A) Kollagenhydrogel oder (B) mit PEG-SGs, quervernetz-
tes Kollagenhydrogel eingesetzt. Der Malstabsbalken entspricht 20 pm.

Als Ersatz fur die postmitotischen Endothelzellen fungierten RPE-Zellen zur Generierung
des Voll-Cornea-Aquivalents. Das corneale Epithelium bildete zwei Schichten und die
stromalen Zellen waren homogen tber das Kollagenhydrogel verteilt (Abbildung 16). Die
RPE-Zellen schlossen das Cornea-Aquivalent basolateral mit einem Monolayer ab (Ab-
bildung 16C).
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Abbildung 16: Das Voll-Cornea-Aquivalent. (A) HE-Farbung des Cornea-Aquivalents nach 11 Tagen Kul-
tur an der Luft-Flussigkeitsgrenzflache Der Malistabsbalken entspricht 100 um. Das Modell wurde mit (B)
humanen priméren cornealen Epithelzellen, stromalen Zellen und (C) RPE-Zellen als Endothelersatz be-
siedelt. Als Matrix kam Rattenschwanzkollagen zum Einsatz. Der MaRstabsbalken entspricht 50 pum.

4.4 Die Impedanzspektroskopie als Analysemethode fir in
vitro-Testsysteme

Parallel zur Modellentwicklung fiir den Augenreizungstest konnte die Analysemethode
zur Evaluation der Modelle verbessert werden. Durch den Einsatz der Impedanzspektro-
skopie konnte eine Frequenz fir die TEER-Wertmessung definiert werden, die eine nicht-
destruktive Messung des Zustands des Testsystems ermdglichte. Hierfur gelang zusatz-
lich die Entwicklung einer speziellen Messkammer, die die neue Messmethode schnell
und einfach einsetzbar macht.

4.4.1 Der TEER-Wert bei 1000 Hz verbessert die Analysemethode fir in
vitro-Modelle

Um die Analyse fiir den Augenirritationstest zu verbessern, wurde die Gewebebarriere
mithilfe der Impedanzspektroskopie untersucht. Durch die Impedanzspektroskopie-Mes-
sung Uber die Frequenz von 1 Hz-100 kHz konnte ein spezifischer Verlauf der Amplitude
der Impedanz dargestellt werden (Abbildung 17). Der Kurvenverlauf veranderte sich je
nach Gewebeart und Kulturzeit, sodass jedes Modell ein spezifisches Muster besonders
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im Bereich von 1 Hz - 1 kHz im Gegensatz zum leeren Insert bildete. Fir das RHE wies
die Amplitude ein stabileres Plateau zwischen 10 Hz - 1 kHz auf, wohingegen die
Amplitude des RCE und mRHE schneller abnahm. Da die Unterschiede zwischen den
Modellen nur schlecht sichtbar waren bei 12,5 Hz, der Frequenz, bei der die Hand-Elekt-
rode Millicell-ERS2 den TEER bestimmt, wurden fur die Modelle dieser Studie 1000 Hz
als Referenzfrequenz gewéhlt. Deswegen wurde ein neuer TEER-Wert definiert: der
TEER1000 Hz [€2cm?] der Impedanzamplitude in Q bei 1000 Hz multipliziert mit der Kul-
turflache (0,6 cm2).

150

- = Leeres Insert — mRHE
— RHE - RCE

Amplitude [dB]

12,5 Hz 1000 Hz

T N R R s
100 101 102 103 104 105
Frequenz [HZ]

Abbildung 17: Impedanzspektroskopische Untersuchung der in vitro-Cornea-Modelle. Impedanzamplitude
der rekonstruierten humanen Epidermis (RHE), der modifizierten rekonstruierten humanen Epidermis
(mRHE) und das rekonstruierte humane corneale Epithelium (RCE) im Vergleich zu einem leeren Insert.
Die gepunkteten Linien zeigen 12,5 Hz und 1000 Hz an.

4.4.2 Die Entwicklung einer 24-Well Impedanzspektroskopie-
Messkammer

Die toxikologische Testung von neuen Substanzen ist ein regelméiiger Prozess und be-
ansprucht eine Vielzahl an Messungen zur Evaluation der potentiellen Gefahrstoffe. Des-
halb wurde die Impedanzspektroskopie-Messkammer speziell fur 24-Well-Multiterplat-
ten mit BRAND- oder Millicell-Inserts entworfen, um 24 Modelle einfach und schnell in
der gewohnten Laborumgebung messen zu kdnnen. Die Messkammer ersetzte den Deckel
der Zellkulturplatte und gewahrleistete somit eine sterile Umgebung fur die Modelle. Dies
erlaubte einen vergleichbaren Transport mit den normalen Zellkulturplatten. Nach der
Messung konnte der urspriingliche Deckel weiterverwendet werden. In den Deckel wur-
den 48 Elektroden aus rostfreiem Stahl eingelassen, um insgesamt 24 Inserts in einem
Durchlauf messen zu kénnen. Die Verbindung der Elektroden mit einem Sub- D-Stecker
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ermoglichte eine Automatisierung der Messungen. Pro Multititerplatte wurden zwei
Elektroden positioniert. Die Arbeitselektrode wurde durch eine Insertwand von der Refe-
renzelektrode getrennt. Die Anfertigung der Messkammer aus Polyamid bewéhrte sich.
Die Messkammer war einerseits biokompatibel und konnte andererseits zur Sterilisation
autoklaviert werden (Abbildung 18).

A —
B Deckel

Sub D
Stecker

Gehause
Elektrode
Insert

24-Well-
Platte

Abbildung 18: Impedanzspektroskopie-Messkammer. (A) Rechnerunterstitzte Konstruktion (computer-
aided design; CAD) der Messkammer mit Insert und 24-Well-Multititerplatte in der Explosionsdarstellung.
CAD-Modell der (B) zusammengesetzten Kammer und (C) L&ngsschnitt durch die zusammengesetzte
Kammer. Bild von der hergestellten Messkammer (D) in der Frontansicht und (E) von oben.

Alle Bauteile, die fir die Konstruktion der Messkammer verwendet wurden, sind in Ta-
belle 16 aufgefihrt.
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Tabelle 16: Liste der Impedanzspektroskopie-Messkammerbauteile.

Bauteil Anzahl Bemerkung
Gehausedeckel 1 Polyamid
Gehduseunterteil 1 Polyamid
Elektroden 48 rostfreier Stahl (V2A)
Sub-D-Stecker 1 50-polig
O-Ring 24 1 mm
O-Ring 2 3 mm
Schrauben 2 M3

4.4.3 Die Messgenauigkeit der Messplatze in der entwickelten
Messkammer

Nach der Konstruktion der Messkammer wurde die Messgenauigkeit der verschiedenen
Messplétze in der Messkammer evaluiert (Abbildung 19). Hierfur wurde ein Insert mit
0,4 um PorengroRe an jedem Messplatz der Messkammer gemessen, um eine homogene
Messung zwischen den Messplatzen zu gewahrleisten. Der Verlauf der Amplitude der
Impedanz und die Phase wurden in einem sogenannten Bode-Plot dargestellt. Der Unter-
schied zwischen den Messplatzen ist Uber alle Frequenzen hinweg in Amplitude und
Phase vernachlassigbar fir die Evaluierung von Cornea-Modellen. Die groRte Stan-
dardabweichung betrug 0,7 dB in der Amplitude bei 14 Hz. Mit hoheren Frequenzen
nimmt die Standardabweichung weiter ab. Die Varianz der Phase hatte ihr Maximum mit
1,9° bei 272 Hz.
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Abbildung 19: Messgenauigkeit der Messplétze in der Impedanzspektroskopie-Messkammer. Impedanz-
spektroskopie-Messung eines Inserts mit 0,4 um PorengréRe von Millicell® an allen 24 Messplétzen (A)
Amplitude und (B) Phase (n=24; Mittelwert + Standardabweichung).
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4.5 Die Entwicklung eines Augenreizungstests zur
Vorhersage aller GHS-Kategorien

In dem letzten Schritt wurden die hergestellten Modelle und die Impedanzmessung kom-
biniert, um einen Augenirritationstest zu entwickeln, der den Draize-Augenreizungstest
ersetzt. Das Hemi-Cornea-Modell und das Cornea-Aquivalent wurden nicht getestet we-
gen der unzureichenden Epithelentwicklung.

4.5.1 Das RCE weist die beste Vorhersagekraft im MTT-basierten
Augenreizungstest

Die Modelle und die TEER1000 H.-Messung wurden in das bestehende Protokoll der
OECD TG 492 implementiert. Hierfir wurden die Modelle vor und nach der Applikation
der neun Chemikalien, drei aus jeder GHS-Kategorie, mit der Impedanzspektroskopie
gemessen (Tabelle 14, Abbildung 20). Citrat und Toluol wurden speziell ausgesucht, da
diese nach den derzeitigen Tests nicht eindeutig zugeordnet werden kénnen und somit
neue Erkenntnisse tber deren Klassifizierung zu gewinnen. Phosphatgepufferte Salzl6-
sung diente als negative Kontrolle und 5 % Natriumlaurylsulfat als positive Kontrolle.
Zur Unterscheidung nicht-irritativer und irritativer Substanzen wurde der publizierte
Schwellenwert von 60 % (ibernommen®. Technische Duplikate wurden so verwendet,
wie sie in der Validationsstudie fur die Implementierung der TG 492 vorgeschrieben sind.
Zusétzlich wurden drei unabhédngige Testldufe mit den aus verschiedenen Spendern ge-
nerierten Geweben durchgefiihrt, um die Robustheit des Verfahrens zu demonstrieren.
Als erstes wurden die Modelle nach dem Standard-MTT-Test analysiert. Das RHE zeigte
dabei hohere verbleibende Viabilitaten im Vergleich zu mRHE und RCE fur Kategorie-
1 und 2- Substanzen wie Natriumlaurylsulfat und Aceton. Das RHE wies eine hohe Re-
produzierbarkeit auf, sowohl bei den technischen Replikaten als auch bei den verschie-
denen Testlaufen mit einer Ausnahme bei der Ethanol-Testung. Im Vergleich wiesen das
RCE und mRHE eine héhere Schadigung nach Behandlung mit Kategorie 1 Substanzen
auf. Im RCE waren die Effekte der irritativen Substanzen am stérksten ausgeprégt und
lieBen die beste Einteilung zu, da es eine deutliche Abstufung zwischen ,,keiner Katego-
rie, Kategorie 1 und Kategorie 2 gab (Abbildung 20A, B). Das RCE lieferte fiir die tech-
nischen Replikate und die Testlaufe gleiche Ergebnisse. Ausnahmen bildete nur eine
spenderabhangige Abweichung bei Aceton und Ethanol. Die Problemsubstanzen Citrat
und Toluol reduzierten die Viabilitat in allen Modellen und Testlaufen unter 60 % (Ab-
bildung 20A). Zusammengefasst haben alle Modelle eine Spezifitat von 66,7 % erreicht.
Jedoch, hat das RHE die geringste Sensitivitat mit 50 % und die geringste Genauigkeit
mit 66,7 %. Die Vorhersagekraft des mRHE war besser — und zwar mit einer Sensitivitat
und Genauigkeit mit 66,7 %. Die besten Ergebnisse lieferte das RCE mit einer Sensitivitat
von 100 % und einer Genauigkeit von 88 % mit dem MTT-basierten Protokoll der OECD
TG 492.
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Durch das Zusammenfassen der Ergebnisse der Testsubstanzen in ihre GHS Kategorien
konnte statisch gezeigt werden, inwieweit die Modelle die Kategorien unterscheiden kon-
nen. Eine statistische Analyse wurde durchgefiihrt mit den kombinierten Ergebnissen al-
ler Testsubstanzen einer Kategorie (Abbildung 20B). Fur das RHE konnten keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den Kategorien gefunden werden. Das mRHE und RCE
waren im Gegensatz dazu in der Lage, ,.keine Kategorie* und Kategorie 1 voneinander
zu unterscheiden. Das RCE wies die grofiten Unterschiede zwischen irritativen und nicht-
irritativen Substanzen auf.
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Abbildung 20: Augenreizungstest angelehnt an die OECD TG 492. Die rekonstruierte humane Epidermis
(RHE), die modifizierte rekonstruierte humane Epidermis (mRHE) und das rekonstruierte humane corneale
Epithelium (RCE) wurden nach der TG 492 mit dem MTT-Test gemessen. (A) Die Viabilitat wurde auf die
negative Kontrolle normalisiert. Drei verschiedene Testldufe mit zwei technischen Duplikaten wurden mit
drei Testsubstanzen in allen drei GHS-Kategorien durchgefihrt. (B) Zur Unterscheidung der GHS-Katego-
rie fir den Endpunkt Augenirritation wurden die Testergebnisse der Chemikalien in ihre Kategorien zu-
sammengefasst. Die Viabilitat wurde auf die negative Kontrolle normalisiert (n=9; Mittelwert + Stan-
dardabweichung; *p < 0,05).
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4.5.2 Die TEER1000 H.-Messung verbessert die Sensitivitat des
Testverfahrens mit RHE und mRHE

Die TEER-Messung erlaubt die Detektion von Unterschieden, die im MTT-Test nicht
erkennbar waren (Abbildung 9). Zum Vergleich der verschiedenen Modelle, wurde der
TEERu1000 1z auf die negative Kontrolle normalisiert. Bei den nicht kennzeichnungspflich-
tigen Substanzen verzeichnet Kaliumtetrafluoroborat keine nennenswerte Veranderung
nach Substanzapplikation und bleibt bei allen Tests um die 100%. Toluol weist - &hnlich
wie im MTT-basierten Test - eine moderate Senkung des TEER1000 H; beim RHE auf
23 %, beim mRHE auf 54 % und beim RCE auf 67 %. Bei Glycerol féllt die Barriere im
RHE stark auf 29 % und im mRHE leicht auf 61 % ab, wahrend sie beim RCE mit 98 %
hoch bleibt. Des Weiteren reduzieren die Kategorie 1-Substanzen Imidazol, Benzalkoni-
umchlorid und Natriumlaurylsulfat die Barriere unter 20 % des intakten Gewebes des
RHE und mRHE. Die Kategorie 2-Substanzen Ethanol und Aceton erzielten noch zwi-
schen 20 % und 50 % der Barriere. Citrat fiel hingegen auf ahnliche Werte wie die Kate-
gorie 1-Substanzen ab. Die RCE-Werte waren Uber die Tests hinweg hoch und wiesen
nur kleine Unterschiede zwischen den Chemikalien der drei Kategorien auf (Abbildung
21A).

Um die Frage zu beantworten, ob der TEER1000 Hz zwischen den verschiedenen GHS-
Kategorien unterscheiden kann, wurden im Folgenden die Ergebnisse aller Kategorien
zusammengefasst. Durch den Einsatz der TEER1000 H.-Messung erhéhte sich die Vorher-
sagekraft des MRHE und RHE. Beim RCE konnte jedoch keine weitere Verbesserung in
Bezug auf das MTT-basierte Protokoll nachgewiesen werden. Das RHE in Kombination
mit der TEER1000 H--Messung war nun in der Lage, Unterschiede zwischen ,,keine Kate-
gorie* und von Kategorie 1-Substanzen zu identifizieren. Das mRHE konnte in dieser
Kombination ,,keine Kategorie* von Kategorie 1 und ,,keine Kategorie* von Kategorie 2
unterscheiden, was demzufolge eine Unterscheidung zwischen reizenden und nichtrei-
zenden Substanzen erlaubt. (Abbildung 21B).

Obwohl mit der Impedanzmessung so eine Unterscheidung zwischen irritativen und
nicht-irritativen Substanzen mdglich ist, fehlt immer noch die bendétigte Unterscheidung
zwischen den reizenden Substanzen der Kategorie 2 und den schwer schadigenden der
Kategorie 1. Deshalb sollten im ndchsten Schritt wiederholte TEER-Messungen uber
11 Tage durchgefiihrt werden, um Informationen Uber die Persistenz der irritativen Ef-
fekte zu erhalten.
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Abbildung 21: Augenreizungstest mithilfe der TEER1000 H.-Messung. Die rekonstruierte humane Epidermis
(RHE), die modifizierte rekonstruierte humane Epidermis (mRHE) und das rekonstruierte humane corneale
Epithelium (RCE) wurden mit TEER1000 1, gemessen. (A) Der TEER1000 vz Wurde normalisiert auf die ne-
gative Kontrolle. Drei verschiedene Testldufe mit zwei technischen Duplikaten wurden mit drei Testsub-
stanzen in den drei GHS-Kategorien durchgefiihrt. (B) Zur Unterscheidung der GHS-Kategorie fur den
Endpunkt Augenirritation wurden die Testergebnisse der Chemikalien in ihre Kategorien zusammenge-
fasst. Der TEER1000 1, Wurde auf die negative Kontrolle normalisiert (n=9; Mittelwert + Standardabwei-

chung; *p < 0,05).
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4.5.3 Wiederholte TEER1000 Hz-Messungen erlauben eine Unterscheidung
zwischen den GHS-Kategorien

Zur Klarstellung, ob ein Effekt reversibel ist, wurde der TEER1000 1z VOr der Applikation
der Testsubstanz, direkt danach und an den Tagen 1, 3, 7 und 11 nach der Substanzappli-
kation gemessen (Abbildung 22). Aufgrund der hohen Vorhersagekraft des TEER1000 Hz-
basierten Protokolls und der Spendervariation beim RCE wurde das mRHE als das am
besten geeignete Modell fir die wiederholten TEER-Messungen ausgewahlt. Von den
nicht kennzeichnungspflichtigen Substanzen wies Glycerol einen initialen Abstieg zwi-
schen 29 % und 66 % auf, erholte sich aber wieder Uber die folgenden 11 Tage und er-
Zielte einen Wert tiber 100 %. Der TEER1000 1z VOn Natriumtetrafluroborat behielt einen
Wert von um die 100 % im Vergleich zur negativen Kontrolle Uiber die gesamte gemes-
sene Zeit bei. Fur Toluol als nicht-harmonisierte Substanz, fiel der Wert initial nur ge-
ringfligig ab, persistierte aber und nahm dann kontinuierlich mit der Zeit auf Werte unter
50 % weiter ab. Die Kategorie 1 Substanzen fielen im Gegensatz dazu alle unter 6 % nach
der Substanzapplikation und erholten sich nicht mehr. Die TEER 1000 Hz -Messung der Ka-
tegorie 2-Substanzen fiel mit Ausnahme von Citrat zundchst unter 50 % nach der Sub-
stanzapplikation ab, regenerierte sich aber wieder Uber die Zeit mit Werten von tiber 50 %
an Tag 11 (Abbildung 22A). Interessanterweise war der Verlauf von Citrat gleich dem
der Kategorie 1-Substanzen und fiel initial auf unter 8 % ab und wies keine Zeichen der
Erholung auf.

Die statistische Analyse an jedem Messzeitpunkt sollte verifizieren, dass die wiederholte
TEER1000 H.-Messung in dem mRHE-Modell firr die Unterscheidung aller GHS-Katego-
rien bei Augenreizung eingesetzt werden kann (Abbildung 22B). Vor der Substanzappli-
kation bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Modellen. Direkt nach
der Substanzapplikation konnte eine Kategorie gegen Kategorie 1 und ,,keine Kategorie*
gegen Kategorie 2 unterschieden werden. Nach 1-3 Tagen war es moglich, signifikante
Unterschiede zwischen den drei verschiedenen Kategorien durch die TEER 1000 Hz -Mes-
sung eindeutig zu detektieren. Nach 7 Tagen erreichten alle Modelle, die mit nicht kenn-
zeichnungspflichtigen oder Kategorie 2-Substanzen behandelt wurden, eine vergleich-
bare Gewebeintegritat und wiesen zugleich keine signifikanten Unterschiede zueinander
auf. Der signifikante Unterschied zu Kategorie 1-Substanzen blieb hingegen bestehen
(Abbildung 22B).
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Abbildung 22: Wiederholte TEER1000 H-Messungen im mRHE-Modell zur Unterscheidung der GHS-Ka-
tegorien fur Augenirritation. (A) Augenreizungstest mit wiederholten TEER 1000 H-Messung normalisiert
auf die Negativkontrolle wahrend des 11 Tage Zeitraums (n=3; Mittelwert + Standardabweichung;
p < 0,05). (B) Um die Fahigkeit des Testsystems zu verifizieren, zwischen den verschiedenen Augenirri-
tationskategorien unterscheiden zu kénnen, wurden die Testergebnisse der Chemikalien einer GHS-Kate-
gorie zusammengefasst. Der TEER1000 1, Wurde auf die negative Kontrolle normalisiert (n=9; Mittel-
wert + Standardabweichung; *p < 0,05).
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5 Diskussion

Tissue Engineering wurde urspringlich aus der Idee geboren, kranke Organe zu ersetzen.
Nachdem die ersten funktionalen Gewebeéquivalente hergestellt werden konnten, wurde
das Potential auch fur die praklinische Forschung und Toxizitatstestung erkannt und ge-
nutzt. Mit diesen Modellen wurden neue standardisierte Testmethoden entwickelt, die
eine ausreichende VVorhersagekraft erreicht haben, um Teil von international anerkannten
OECD Richtlinien zu werden34°3#182_Trotz der Fortschritte miissen jedoch immer noch
tierbasierte Testmethoden fur toxikologische Endpunkte eingesetzt werden, um aussage-
kraftige Ergebnisse zu erzielen. So wurden bisher nur die zwei Endpunkte Hautirritation
und Hautkorrosion der 14 toxikologischen Endpunkte komplett durch eine Alternative
zum Tierversuch ersetzt. Der Endpunkt Augenirritation wird immer noch an lebenden
Kaninchen nach dem Draize-Augenreizungstest durchgefihrt. Jedoch fuhrte die Entwick-
lung eines sich dem Tissue Engineering verdankenden Cornea Modells zu der neuen
OECD TG 492. Diese kann zwischen reizenden und nicht-reizenden Substanzen unter-
scheiden, dennoch existierte damit noch kein alleinstehender Test, der den Draize-Au-
genreizungstest komplett ersetzt. Ein Grund ist die komplexere Klassifizierung fir den
Endpunkt Augenirritation im Gegensatz zum Endpunkt der Hautirritation. Eine einfache
Ja/ Nein-Antwort reicht nicht aus, da Substanzen auch hinsichtlich der Reversibilitat ihrer
Effekte kategorisiert werden. Hinzu kommt, dass corneales Gewebe als Zellquelle fur den
Aufbau von Gewebemodellen nur schwer erhaltlich ist®. Das ist ein Grund, warum alter-
native Zellquellen wie primére Hautkeratinozyten, Stammzellen und immortalisierte
Zelllinien eingesetzt wurden, um corneale Modelle zu produzieren®®2, Der Einfluss die-
ser Zelltypen auf die toxikologische Bewertung wurde jedoch noch nicht systematisch
untersucht.

5.1 Der Zellursprung definiert das Cornea-Modell

Die immer wiederkehrende Frage bei Prédiktionsmodellen ist, wie einfach kann das Test-
system sein und trotzdem zuverlassig in der Lage sein, eine wissenschaftlich ausreichende
Vorhersage zu gewahrleisten. Im Fall der in vitro-Modelle fiir die Evaluation des Augen-
reizungspotentials konnen Epithelmodelle die erste anatomische Barriere des Auges
nachahmen. Deshalb liefern sie entscheidende Informationen tber die initiale Reaktion.
Aufgrund der zuerst entwickelten Hautmodelle war der Einsatz von Hautkeratinozyten
erprobt und wurde auch fur die Generierung von den anatomisch ahnlichen Cornea-mo-
delle verwendet. Durch den Weiteren Fortschritt in der Forschung ergab sich die Frage,
ob es ausreicht, Hautkeratinozyten zur Herstellung von Cornea-ahnlichen-Modellen ein-
zusetzen oder ob die Hauptzelltypen: Epithel-, Stroma- und Endothelzellen der Cornea
selbst notwendig sind*%%-12,
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Die cornealen Epithel- und Stromazellen konnten in vitro expandiert werden und erhiel-
ten ihre gewebespezifischen Marker wie Zytokeratin 3/12 und Aldehyddehydro-
genase 3A1, die nicht in epidermalen Zellen vorkommen®21%, Die Endothelzellen kon-
nen zwar isoliert werden, sind aber post-mitotisch und proliferieren nicht mehr (Abbil-
dung 7). Es existieren Protokolle, um die Endothelzellen zu kultivieren und expandieren,
jedoch zeigen auch diese nur maBigen Erfolg'®. Zusammengefasst ist zu konstatieren,
dass die Gewinnung von humanem cornealen Gewebe fr die Isolation von Zellen eine
groRere Herausforderung darstellt als zum Beispiel die der Haut*®. Dieses Hindernis
musste berticksichtig und adressiert werden, wenn Modelle aus cornealen Zellen in Mas-
sen wie in der toxikologischen Risikobewertung eingesetzt werden sollen. Nichtsdestot-
rotz bedeutet die Mdglichkeit, corneazell-basierte Modelle herzustellen, nicht nur eine
Verbesserung fur die okulare Toxikologie, sondern auch inshesondere fur die okulare
Pharmakologie, bei der die Expression von gewebespezifischen Proteinen eine Schlis-
selrolle spielt.

Die vollistandige Ersetzung des Draize-Augenreizungstests erforderte im Gegenzug die
wissenschaftliche Verifikation der Hypothese, dass die Kombination eines cornealen in
vitro-Modells mit einer nicht destruktiven Messmethode in der Lage ist, alle GHS-Kate-
gorien in Bezug auf die Verursachung von Augenirritation zu erkennen. Deswegen wur-
den in dieser Studie corneale Epithelmodelle aus primédren humanen cornealen oder epi-
dermalen Epithelzellen hergestellt und bezuglich der Morphologie und der Lokalisierung
der gewebsspezifischen Marker miteinander verglichen. Hierbei wurden abgesehen von
den Zellen die Modelle mit den gleichen externen Bedingungen generiert. Einer der es-
sentiellen Unterschiede zwischen Cornea und Haut ist die Verhornung des Epithels. Die
Keratinozyten der Haut lagern wéhrend ihres Differenzierungsprozesses Keratin und La-
mellenkdrperchen ein, verlieren ihren Zellkern und werden zu Korneozyten die das stra-
tum corneum bilden. Diese Hornschicht dient als dichte Barriere und schiitzt den mensch-
lichen Korper vor physischen, chemischen und biologischen Gefahren. Im Gegensatz
dazu muss die Cornea transparent sein, damit das Licht die sensorischen Zellen der Retina
erreichen kann, das heif3t sie weist faktisch keine verhornten Schichten auf. Ohne diese
besondere physische Barriere ist die Cornea verletzlicher. Um also die in vivo-Situation
widerzuspiegeln, sollte das Modellsystem keine verhornten Schichten aufweisen, die die
Sensitivitat verringern wiirden®,

Corneale und epidermale Zellen konnten verwendet werden, um mehrlagige Epithelmo-
delle herzustellen. Die Modelle aus epidermalen Zellen rekapitulieren die native Anato-
mie der Haut und ihrer bestimmten Schichten mit Verhornung. Die auf cornealen Epithel-
zellen basierenden Modelle bilden weniger Zelllagen aus vergleichbar mit Epithel der
nativen Cornea. Diese Beobachtung wurde durch eine geringere Widerstandfahigkeit ge-
gen Triton-X im ETso gemessen und durch den TEER1000 1z bestatigt. Dessen ungeachtet,
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verhornten die Corneazellen trotz ihrer Herkunft nach 14 Tagen im epidermalen Kultur-
medium (Abbildung 8). Die Epidermis und das corneale Epithelium sind durch ihren Ur-
sprung im Ektoderm nah miteinander verwandt und es konnte gezeigt werden, dass cor-
neale Epithelzellen in epidermale Zellen transdifferenzieren kénnen und umgekehrt04105,
Fur beide Modelle wurde das gleiche epidermale Kulturmedium verwendet, das zur Ver-
hornung der cornealen Zellen beigetragen haben kénnte. Durch die Verkirzung der Kul-
turzeit der in vitro-Modelle aus epidermalen (mRHE) und cornealen Zellen (RCE) auf
11 Tage konnten die Modelle fur Testungen eingesetzt werden, bevor die verhornten
Schichten sich bildeten und eine Anatomie &hnlich der nativen Cornea generieren. Des
Weiteren wiesen das RCE und mRHE eine niedrigere Barriere auf als das RHE - wie in
der in vivo-Situation zu erwarten. Deswegen scheinen beide Zellquellen geeignet, um
daraus Modelle fir die Augenirritationstestung herzustellen. Diese enge Verwandtschaft
der Zellen wurde zudem dafilir genutzt, das EpiOcular® Cornea Epithelmodell basierend
auf Hautkeratinozyten erfolgreich zu validieren®?. Trotzdem existieren neben den anato-
mischen Gemeinsamkeiten auch signifikante Unterschiede in der Genexpression zwi-
schen Cornea und Haut'®. In der Haut durchlaufen die Keratinozyten einen eng kontrol-
lierten Prozess der terminalen Differenzierung, bei dem die metabolische Aktivitat ab-
nimmt und im geplanten Tod der Zellen endet. Wéhrend dieses Prozesses verandert sich
das Zytokeratin-Netzwerk mit Zytokeratin 14 und 5 der Basalschicht hin zu Zytokeratin
10 und 1 in den suprabasalen Schichten. Involucrin, ein Substrat der Transglutaminase,
ist in den oberen Schichten exprimiert und Loricrin im stratum corneum®. Obwohl die
Cornea ein ahnliches Zytokeratin 14-Muster zeigt, weist sie ein anderes Zytokeratin-
Netzwerk mit Zytokeratin 3 und 12 in allen Zelllagen auf'’. Zusétzlich wurde Loricrin
in allen Schichten des conrealen Epitheliums gefunden, was darauf hinweist, dass Lori-
crin hier eine andere Funktion als in der Epidermis hat'%, Lorcrin stabilisiert durch die
Assoziation mit Keratinen und Involucrin in verhornten Geweben wie der Haut den ,,Cor-
nified Envelope®. Dies erklért auch das geh&ufte Auftreten des Proteins in den oberen
Schichten der auf Hautzellen basierten Modelle. Im cornealen Epithel ist die Funktion
noch nicht endgultig geklart. So gibt es Hinweise das Loricrin durch die Assoziation mit
Nektin vor mechanischem Stress schiitzt oder eine véllig andere Rolle als Signalmolekiil
spielt®™1% Nichtsdestotrotz zeigt dieses Beispiel, dass selbst die gleichen Proteine unter-
schiedliche Funktionen aufgrund der Zellherkunft haben kdnnen, welche sich auf die
Testergebnisse auswirken kdnnten. Die grundlegenden Anatomien des RCE und mRHE
waren vergleichbar, aber die gewebsspezifischen Marker des Modells aus epidermalen
Zellen entsprachen immer noch der Haut. Genauso wies das RCE aus cornealen Zellen
dasselbe Proteinmuster und dieselben gewebespezifischen Marker wie die native Cornea
auf. Dies ist besonders bemerkenswert, da trotz des epithelialen Mediums die eigentliche
Proteinexpression beibehalten wurde (Abbildung 8 und Abbildung 9).
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Durch die Anpassung des Kulturmediums mit weniger Calcium oder Zugabe von Retin-
séure konnte die Verhornung verringert werden. Die Senkung des Calciumspiegels wirkte
sich aber auch negativ auf die Entwicklung der Zellschichten aus. Es ist bekannt, dass der
Calciumgradient ein wichtiger Regulator der Stratifizierung in der Haut ist. So wurde
gezeigt, dass Calcium die Exocytose von Lamellekorperchen und die Formung des ,,cor-
nified envelope* iiber den Calciumsensitiven Rezeptor reguliert 1%, Zugleich ist Cal-
cium essentiell fir viele Signalvorgange in den Zellen darunter auch die fur Proliferation
und Differenzierung durch die Aktivierung der Phospholipase C 112113, Das wiirde erkli-
ren, weshalb ein zu niedriger Calciumspiegel sich negativ auf die Zellen auswirkt3114,
Die Retinsdure hat dariiber hinaus auch zu einer Reduktion von Loricrin und hautspezifi-
schen Markern wie Zytokeratin 1 geflihrt und bestatigt somit die vorangegangenen Stu-
dien, dass Retinsaure Loricrin und Zytokeratin 1 unterdriicken kann (Abbildung 10)>116,
Diese Beobachtung kombiniert mit dem Wissen, dass die verschiedenen Zelltypen trans-
differenziert werden kénnen, birgt das Potential, ein Medium zu entwickeln, mit dem man
epidermale Epithelzellen in corneale Epithelzellen differenzieren kann und folglich nicht
auf primére corneale Zellen angewiesen waére.

Um die Hypothese zu prufen, ob die anatomischen und molekularen Unterschiede zwi-
schen RCE, mRHE und RHE sich auf die Barriereeigenschaften auswirken, wurde ein
ETso-Assay durchgefuhrt. Wie erwartet, konnte das verhornte RHE viel langer einer scha-
digenden Substanz widerstehen als die nichtverhornten RCE und mRHE, da das Triton
X-100 direkt mit den lebenden Zellen interagieren kann und nicht die physische Barriere
des stratums corneum uberwinden muss. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen RCE und mRHE im ETso-Wert der metabolisch aktiven Zellen festgestellt wer-
den, was eine &hnliche Barrierefunktion vermuten l&sst. Mit der Impedanzspektroskopie
konnte jedoch eine signifikante Differenz gefunden werden. Die Impedanzspektroskopie
misst den komplexen wechselnden Stromwiderstand Uber einen definierten Frequenzbe-
reich. Sie wurde als hochsensitive Methode eingesetzt, um den Einfluss von Testsubstan-
zen auf die Barrierefunktion von Gewebemodellen zu evaluieren®®. Mit dieser Methode
erreichte das RCE einen TEER1000 Hz VON nur 684 Qcm?, was signifikant niedrigere Werte
im Vergleich zum mRHE mit 3718 Qcm? und dem RHE mit 8726 Qcm? bedeutete. Inso-
fern deuten diese Daten darauf hin, dass ein erheblicher Unterschied zwischen den Mar-
kerexpressionen und den Barrierefunktionen der in vitro-Modelle aus epidermalen oder
cornealen Zellen besteht. Dass dieser Unterschied von den Zellen selbst ausgeht, wird
durch den Einsatz desselben Kulturmediums noch verstérkt.

5.2 Die Herausforderungen eines Cornea-Aquivalents

Das corneale Epithelium ist nur eines der drei Hauptanteile der Cornea. Den grofiten Part
stellt das transparente Stroma dar, das hauptséchlich aus Kollagen und stromalen Zellen
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besteht. Maurer und Jester waren unter den ersten Forschern, die die Wichtigkeit des
Stromas fur die Augenirritation hervorgehoben haben, indem sie bewiesen, dass die Tiefe
der Verletzung mit dem Gefahrenpotential der Chemikalie zusammenhingt®. Des Weite-
ren tragt das Stroma den Hauptanteil an der Licht-Brechungskraft des menschlichen Au-
ges und es muss unbedingt vollig klar sein, um das Sehen zu gewéhrleisten. Das ist auch
ein Grund dafur, warum das Stroma im Mittelpunkt vieler ophthalmologischer Operatio-
nen steht, um den Visus der Patienten, die eine tribe Cornea haben, wiederherzustellen.
Letzten Endes ist es erstrebenswert, ein Stroma-Aquivalent zur Rekonstruktion der ge-
samten Cornea als Transplantatersatz und fir in vitro-Tests herzustellen. Drei verschie-
dene Ansatze wurden zur Generation eines Storma-Aquivalents evaluiert: Selbstsynthese
durch stromale Zellen, Kollagenhydrogele und quervernetzte Kollagenhydrogele.

Das Stroma ist ein hochorganisiertes Netz aus Kollagenfibrillen, die parallel und ortho-
gonal zueinander angeordnet sind. Diese spezielle Struktur gewahrleistet besondere Ei-
genschaften wie Transparenz, Brechungskraft und die mechanische Stabilitat des
Stromas'!’. Deshalb wurde als erstes untersucht, ob die stromalen Zellen und dermalen
Fibroblasten selbst ein organsiertes Stroma aufbauen konnen. Es ist bekannt, das stromale
Zellen und dermale Fibroblasten Kollagen in vitro produzieren konnen!®, Beide Zellty-
pen konnten zur Kollagenproduktion angeregt werden, jedoch nicht derart, dass ein voll-
stdndiges etwa 500 pm dickes Stroma generiert worden ware. Insbesondere die stromalen
Zellen, die in der nativen Cornea hauptséichlich ruhen, produzierten wenig Matrix8,
Selbst bei Verldangerung der Zeitrdume und der Zugabe von Ascorbinsdure konnte die
Kollagensynthese der Zellen nicht verbessert werden (Abbildung 11). Ein weiterer Ver-
suchsansatz, dieses Problem zu I6sen, kdnnte darin bestehen, die dinnen Schichten zu
stapeln, um ein Stroma zu generieren. Mithilfe einer strukturierten Oberflache kdnnten
die Kollagenfibrillen in ihrer weiteren Organisation unterstutzt werden.

Um ausreichend Kollagen zu erhalten, sollte fremdes Kollagen hinzugefiigt werden, das
die stromalen Zellen modellieren kdnnen. Die biotechnologische Herstellung von huma-
nem Kollagen ist fur Forscher allerdings immer noch eine grol3e Herausforderung, wes-
halb in den meisten Fallen Kollagen aus Rattenschwénzen oder Rinderhaut gewonnen
wird*®. Auch fir dieses wissenschaftliche Projekt wurde Rattenschwanz- und Rinder-
hautkollagen mit stromalen Zellen gemischt, um stromale Aquivalente zu generieren.
Hierfir wurden die stromalen Zellen in Gelneutralisationslésung aufgenommen und mit
dem gelosten Kollagen gemischt, sodass die Zellen wahrend des Gelierungsprozess
gleichmaRig im Kollagengel verteilt waren. Die stromalen Zellen hatten sich in das Hyd-
rogel integriert und proliferiert. Die Proliferation erreichte eine Saturierung um die
5,5 * 108 Zellen pro VVolumen oder 9,7 * 10* Zellen pro mm3, was ungefahr dreimal mehr
Zellen entspricht als in der nativen Cornea beschrieben (Abbildung 12)*?°. Diese erhohte
Zahl an Zellen lasst sich mit grof3er Sicherheit auf die Wachstumsfaktoren im Kulturme-
dium zuriickfiihren, die die Proliferation der Zellen anregen. Die Verteilung der Zellen
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war dennoch vergleichbar zur nativen Cornea. Nach 15 Tagen begann das Kollagenhyd-
rogel zu kontrahieren, was auf ein Umgestalten des Kollagens hindeutet. Die Kontraktion
fiel geringer aus und setzte spater ein als bei dermalen Fibroblasten (Abbildung 13). Die
in diesem Kontext gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen die Theorie, dass stromale Zel-
len hauptséchlich in ruhendem Zustand in der Cornea existieren und nur nach Aktivierung
wie zum Beispiel durch eine Verletzung bei der Interleukine aus dem Epithel freigesetzt
werden, ein Umgestalten des Stromas aktiv durchfiihren®?t,

Ein anderer Nachteil der Kollagenhydrogele zeigte sich darin, dass sie triib und weniger
stabil als die native Cornea waren aufgrund der zufalligen Anordnung der Kollagenfibril-
len. Zur Verbesserung des Kollagenhydrogels hinsichtlich seiner mechanischen Stabilitat
und Klarheit kann die plastische Kompression oder chemische Quervernetzung zur An-
wendung kommen!?2123 Beide Verfahren haben ihre eigenen Vor- und Nachteile. So er-
héalt die plastische Kompression die Ultrastruktur des Kollagens, verbessert die mechani-
schen Eigenschaften, wirkt der Fibroblasten-vermittelten Kontraktion entgegen und ge-
neriert durch die Kompression eine ahnliche Dichte an Kollagen wie in vivo. Nichtsdes-
totrotz bleiben die Kollagenfibrillen bei dieser Methode ungeordnet wie im Bindegewebe,
was nur eine geringe Transparenz zuldsst. Die chemische Quervernetzung kann hingegen
die Transparenz und die mechanische Stabilitat zugleich erhohen. Das Einbringen von
Fremdmolekilen in das Stroma birgt jedoch das Risiko von anderen Nebeneffekten, wie
die Veranderung der Ultrastruktur des Kollagens.

Deshalb existiert bis heute noch keine optimale Strategie zur Imitation der komplexen
Eigenschaften des cornealen Stromas und somit gibt es auch keinen Ersatz flr corneale
Modelle, um toxikologische oder praklinische Testungen durchzufiuhren oder Implantate
herzustellen. Da Kollagen den Hauptbestandteil des Stromas ausmacht und bemerkens-
werte mechanische und biologische Eigenschaften besitzt, zahlt es zu den vielverspre-
chenden Materialien fir das Tissue Engineering. Jedoch stellt die Etablierung eines Stro-
maquivalents fur corneale in vitro-Testsysteme oder Implantate eine erhebliche Heraus-
forderung dar aufgrund der spezifischen Anordnung der Kollagenfibrillen®2. Um das Kol-
lagennetzwerk zu stabilisieren, kénnen molekulare Verbindungen zwischen den Fibrillen
mit verschiedenen Quervernetzern eingebracht werden. Dieser wissenschaftliche Ansatz
versucht die Stabilitdt und die mechanischen Eigenschaften des Kollagenhydrogels mit
dem nicht toxischen Quervernetzer PEG-SG herzustellen, um negative Effekte auf die
Zellviabilitat zu vermeiden. Die N-Hydroxysuccinimid-Estergruppe des PEG-SGs kann
mit freien Amingruppen des Kollagens reagieren. Hierfiir wurden zwei Konzentrationen
an PEG-SG anhand des molaren Verhéltnisses der primaren Amine im Kollagen und des
N-hydroxysuccinimid-Esters des PEG-SG ausgesucht, um eine theoretische maximale
Quervernetzung von 50 % (PEG-SGso) oder 100 % (PEG-SGuioo) aller freien Amine zu
erreichen. Durch die kovalente Verbindung von PEG-SG und den Kollagenfibrillen sollte
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die Struktur stabilisiert werden. Diese Hypothese konnte im Verlauf des Forschungspro-
zesses als wissenschaftliche These verifiziert werden, da die Kollagenhydrogele eine stei-
gende mechanische Stabilitat mit hoheren Konzentrationen an PEG-SG zeigten. Das Wi-
derstehen der Kollagenhydrogele gegeniiber der Degradation durch Kollagenase war ein
weiterer Effekt der Quervernetzung?® 28 3% Eine mdgliche Erklarung dafiir ist, dass die
enzymatische Schnittstelle der Kollagenase durch die Quervernetzung maskiert wurde®3.
Das wirde bedeuten, dass die cornealen Modelle langer formstabil bleiben und somit
reproduzierbarere Ergebnisse liefern kdnnen. Zusétzlich konnte diese Erkenntnis fur die
Herstellung von Implantaten nutzlich sein, da die mechanischen Eigenschaften der ver-
netzten Kollagenhydrogele eine bessere Einarbeitung in die native Cornea ermdglichen
und langsamer abgebaut werden, was die Chance einer erfolgreichen Implantation erhéht.

Zusétzlich war die Transparenz der quervernetzten Kollagenhydrogele deutlich erhoht -
im Gegensatz zu den nicht quervernetzten. Das kdnnte zum einen das Live-Imaging der
Zellen in in vitro-Modellen ermdglichen und zum anderen eine weitere Analysemethode
flr die Evaluation des Augenreizungspotentials darstellen. Fir den Augenreizungstest
konnte man die Transparenz vergleichbar zum Draize-Augenreizungstest, bei dem die
Klarheit der Cornea ein zentrales Bewertungskriterium war , in den in vitro-Test aufneh-
men'®, Dariiber hinaus kénnte das quervernetzte Kollagen interessant als Implantat sein,
da es transparent sein muss.

Zur weiteren Aufschlisselung der Ursache flr die Transparenz der quervernetzten Hyd-
rogele, wurde die Kollagenanordung genauer durch Transmissions- und Rasterelektro-
mikroskopie untersucht. Die REM- und TEM-Aufnahmen wiesen weniger Kollagen-
fibrillen in Abhangigkeit von der PEG-SG-Konzentration nach. Es wurde bereits berich-
tet, dass die Trubung proportional zur Menge der fibrilldren Strukturen ist und Verénde-
rungen in der Transparenz mit einer Storung der Fibrillenformation zusammenhéngen
konnten34%, Dagegen zeigte das nicht quervernetzte Kollagenhydrogel ein homogenes
Netzwerk von Fibrillen mit 70 nm Dicke und dem typischen Banderungsmuster der D-
Periode®*. Das unterstiitzt die Hypothese, dass PEG-SG die Fibrillienformation von Kol-
lagen wahrend der pH-induzierten Gelierung des geldsten Peptids inhibiert. Das Phano-
men wurde bereits von Yunoki und Matsuda beschrieben, die von einer intrafibrilldaren
Quervernetzung wahrend der Fibrillenformation ausgehen®®. In diesem Fall war sowohl
nicht-fibrillares Kollagen durch eine frihzeitige Quervernetzung der Kollagenfibrillen
und zugleich waren auch Kollagenfibrillen in einer Doppelstruktur zu finden (Abbildung
13).

Nach der chemischen und mechanischen Evaluation des quervernetzten Kollagenhydro-
gels wurde die zelluldre Reaktion auf die Quervernetzung untersucht. Da die Quervernet-
zung wahrend der Anwesenheit der Zellen stattfindet, wurde als erstes eine ausfihrliche
Analyse mit dermalen Fibroblasten durchgefuhrt, um einen zytotoxischen Effekt auszu-
schlieBen. Die Viabilitat der Fibroblasten im Kollagen, das mit PEG-SGso quervernetz
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wurde, dhnelte dem nicht quervernetzten. Allerdings erwies sich die Viabilitat der Kolla-
genhydrogele, die mit PEG-SG1oo quervernetzt wurden, signifikant geringer. Um heraus-
zufinden, ob die geringere Viabilitat durch Zelltod oder eine geringere Proliferation zu-
stande kam, wurde ein LDH-Test zur Priifung der Zellintegritit angeschlossen *’. Da die
LDH-Konzentration nicht signifikant im quervernetzten Kollagenhydrogel anstieg und
somit ein Zellsterben ausgeschlossen werden kann, scheint PEG-SGioo eher eine inhibie-
rende Wirkung auf die Proliferation zu haben als einen akuten toxischen Effekt. Dies
konnte auf eine physische Inhibition der Zellen hinweisen. Die Zellen sterben zwar nicht
kdnnen, aber aufgrund der Starrheit beziehungsweise des hohen E-Modulus des PEG-
SGi100 Hydrogels auch nicht ausbreiten. Des Weiteren kdnnte das Fehlen der Kollagen-
fibrillen im PEG-SG1o0 mit dem Verlust von Zell-Matrix Verbindungen einhergehen, die
wiederum wichtige Signale fur die Proliferation der Zellen liefern.

Zur Klarung, ob ein langzeit-stabiles, nicht kontrahierendes Kollagenhydrogel durch die
chemische Quervernetzung mit PEG-SG hergestellt werden kann, wurde eine Kontrakti-
onsstudie mit dermalen Fibroblasten besiedelten Kollagenhydrogelen durchgefuhrt. Der-
male Fibroblasten wurden eingesetzt, da sie Kollagenhydrogele schneller und stérker
kontrahieren als die stromalen Zellen (Abbildung 12). Im Gegensatz zum nicht querver-
netzen Kollagenhydrogel waren beide PEG-SG Konzentrationen ausreichend, um nahezu
die gesamte Kontraktion zu verhindern. Die Quervernetzung mit PEG-SG erhohte zudem
den E-Modulus. Vorangehende Studien haben Zugkrafte von Fibroblasten auf Kollagen-
fibrillen als Mechanismus fiir die Kontraktion in vitro beschrieben’3124128 Djese Einsich-
ten zusammengenommen, koénnten als ein Hinweis auf ein starreres molekulares Netz-
werk verstanden werden, dass die Zellen daran hindert, das Kollagenhydrogel zu kontra-
hieren. Berticksichtigt man zusatzlich den aus den REM- und TEM-Aufnahmen gewon-
nenen Eindruck, dass weniger Kollagenfibrillen in den quervernetzen Kollagenhydroge-
len gefunden wurden, kénnten die Zellen auch weniger Ansatzpunkte gehabt haben, ihre
Kontraktionskraft auf das Hydrogel auszutiben. Im Anschluss an die Analyse der PEG-
SG-Quervernetzung mit dermalen Fibroblasten, wurden quervernetze Kollagenhydrogele
eingesetzt, um stromale Aquivalente zu generieren. In diesen Experimenten wurde mit
PEG-SGso, das theoretisch 50 % der freien Amine quervernetzt, weitergearbeitet, da
PEG-SGso die vorteilhafte Stabilitat des Hydrogels mit einer vergleichbaren Proliferation
der Zellen wie im nicht quervernetzten Kollagenhydrogel verband. Hierbei zeigten die
mit PEG-SGso quervernetzten Rattenschwanz- und Rinderhautkollagenhydrogele eine
ahnliche Verteilung der stromalen Zellen wie in der nativen Cornea und wiesen keine
Kontraktion auf (Abbildung 14).

Die Ergebnisse der Studie deuten darauf hin, dass PEG-SGsp eingesetzt werden kann, um
kollagenbasierte Stroma-Aquivalente herzustellen, die wihrend der Gewebereifung nicht
kontrahieren und transparent sind. Das konnte zur reproduzierbaren Generation von
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Stroma-Aquivalenten fir in vitro-Testungen und klinische Applikationen fithren. Gleich-
wohl, existieren eine Vielzahl an Methoden Stroma-Aquivalente zu generieren fir Appli-
kation in vitro- und in vivo. So wurden schon Aquivalente aus rekombinantem humanen
Kollagen, aus Fibrin und aus Seide, aber auch aus synthetischen Materialien entwi-
ckelt!?13!, Trotz der Vielfalt der getesteten Ansétze und Materialen ist in diesem Kontext
noch nicht ein Durchbruch gelungen. Oft erzielen die Aquivalente in einem Teilaspekt
hervorragende Ergebnisse wie Transparenz, Stabilitat, Brechungskraft, Biokompatibili-
tat, Integration oder Operierbarkeit, aber sie verfehlen regelméRig, das ganze Spektrum
dieser Eigenschaften abzudecken. Deswegen wird die Hauptaufgabe darin bestehen, diese
Eigenschaften in dem erwiinschten Aquivalent zu vereinen. Ein erster Schritt in diese
Richtung wurde hier durch Kombination eines biokompatiblen, stabilen und transparen-
ten, auf Kollagenbasis entwickelten stromalen Aquivalents erreicht.

SchlieBlich sollte eine Hemi-Cornea aus dem quervernetzten Stroma-Aquivalent und den
epidermalen Zellen generiert werden. Dazu wurden stromalen Zellen im PEG-SGso quer-
vernetztes Hydrogel generiert und im Anschluss mit primaren humanen cornealen
Epithelzellen besiedelt. Die stromalen Zellen wiesen eine normale Verteilung im quer-
vernetzten Kollagenhydrogel auf. Das Epithel formte 2-3 Zellschichten. Jedoch war das
Epithel im Vergleich zu den Epithelmodellen ohne Stroma stark verhornt. Dies legt den
Schluss nahe, dass die stromalen Zellen oder die Tréagerstruktur Einfluss auf den Diffe-
renzierungsprozess der priméren cornealen Epithelzellen hatten (Abbildung 15). Um aus-
zuschlieRen, dass der Effekt durch die Quervernetzung auftritt, wurde ein Cornea-Aqui-
valent mit nicht quervernetztem Rattenschwanzkollagen und RPE-Zellen als Endotheler-
satz aufgebaut. Auch hier waren die stromalen Zellen gleichmaRig verteilt und das Epithel
formte nur zwei Schichten. Die RPE-Zellen wurden als Ersatz fiir das Cornea-Endothel
eingesetzt, das post-mitotisch ist. Die RPE- Zellen formten eine einzelne Zellschicht un-
terhalb des Stroma-Aquivalents vergleichbar zum Cornea-Endothelium (Abbildung 16).

Das Ergebnis dieser Studie legt nahe, dass Kollagenhydrogele und quervernetzte Kolla-
genhydrogele eingesetzt werden kénnen, um Cornea-Aquivalente zu generieren, die wéh-
rend der Gewebereifung nicht kontrahieren. Trotzdem zeigte sich die Formation des
Epithels beeinflusst. Das kénnte zum einen an den xenogenen Kollagenen aus Ratte oder
Rind liegen, die die Differenzierung der Epithelzellen angetrieben haben. Als weiterer
Parameter konnten zum anderen die stromalen Zellen gelten, die Einfluss auf die Ent-
wicklung des Epithels nehmen'®2. Der Einsatz von Retinsaure konnte hier der Verhornung
entgegenwirken. So senkt Retinséure die Transglutaminaseaktivitét, verhindert die Bil-
dung von Proteinen des ,,cornified envelopes™ und hat in den vorangegangen Versuchen
geziegt, dass die Verhornung in Hautzellen unterdriickt wurde33134,

Im Vergleich zu dem in dieser Dissertation generierten Hemi-Cornea-Modell sind bereits
zwei Hemi-Cornea-Modelle aus Zelllinien und Kollagenhydrogel als Stroma-Aquivalent
von Bartok und Zorn-Kruppa beschrieben worden. In ihren Studien konnten sie zeigen,
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das Hemi-Cornea-Modelle dazu geeignet sind, das Augenreizungspotential durch die
Tiefe der Verletzung vorherzusagen’®*51%_ Ein weiterer Ansatz, der publiziert wurde,
nutzt Vitrigel als Ausgangspunkt, also ein Kollagengel das geliert, dehydriert und wieder
rehydriert wird als Stroma-Aquivalent und immortalisierte Zellen, um einen MTT-basier-
ten Augenreizungstest durchzufithren!®’. Die dargestellten Modelle basierten jedoch aus-
nahmslos auf immortalisierten Zelllinien. Der hier durchgefiihrte Ansatz forderte die Ent-
wicklung eines Cornea-Aquivalents auf der Basis von primaren Zellen. Obwohl die Er-
gebnisse eine Grundlage fiir kommende pharmakologische Testungen und die Entwick-
lung zellbasierter Implantate bieten, sind noch weitere Forschungsbemiihungen wiin-
schenswert und lohnend, bevor das Voll-Cornea-Aquivalent zum Einsatz kommen kann.

5.3 Ein neuer Messparameter: Der TEER-Wert bei 1000 Hz

Parallel zur Fabrikation der Cornea-Modelle wurde die Impedanzspektroskopie einge-
setzt, um die Analysemethode fiir in vitro-Augenirritationstests zu verbessern.

Ein integraler Bestandteil der in dieser Arbeit publizierten Methode ist ein mathemati-
sches Modell, um quantitative Daten aus den Impedanzspektren zu gewinnen®. Obwonhl
das Modell eine genaue Bestimmung der elektrischen Parameter wie Kapazitat und Ohm-
scher Widerstand erlaubt, benétigt die Methode trainiertes Personal und ein spezielles
Programm, um die Simulation durchzufuhren. Da die toxikologischen Tests auf einfachen
und schon verfligharen Technologien basieren sollten, die eine leichte Weiterverbreitung
ermdoglichen, wurde ein neuer Parameter auf der Basis der Impedanz bei einer spezifi-
schen Frequenz definiert. Die beste VVorhersagekraft und Robustheit wurde bei 1000 Hz
erreicht. Deswegen wurde ein TEER-Wert bei dieser Frequenz als Analyseparameter ge-
wahlt. Herkdmmliche Messsysteme wie das EVOM-System, die mit einer Frequenz von
12,5 Hz arbeiten, wurden entwickelt, um einschichtige Epithelien und Endothelien zu
evaluieren. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen jedoch, dass die Vorhersagekraft eines
TEER-Wertes gemessen bei 12,5 Hz fir dreidimensionale Gewebe limitiert war, da die
Differenz bei dieser Frequenz zwischen der unbesiedelten Membran und dem maturierten
Modell nur 19,9 dB (9,9 Q) betrug, wohingegen bei einem TEER-Wert gemessen bei
1000 Hz eine Differenz von 36,6 dB (67,7 Q) erreicht werden konnten. Dies l&sst sich
einmal auf die Uberlagerung der Modellbarriere von dem Eigenwiderstand der Elektro-
den im niedrigen Frequenzbereich zurtickfiihren und darauf dass im hoéheren Frequenz-
bereich die Zelllagen mehr Einfluss auf die Messung haben als die Tight Junctions®. Die
Anpassung der Analyse der TEER-Messung und ihre Kombination mit dem Epithelmo-
dell sollte in erster Linie dazu dienen, den in vitro-Augenirritationstest zu verfeinern (Ab-
bildung 17).

Zusammen mit der Analyse der TEER-Messung wurde eine Messapparatur fir die Impe-
danzspektroskopie entwickelt. Die Messkammer wurde speziell dafiir designt und gebaut,
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schnelle Impedanzmessungen von in vitro-3D-Modellen in 24-Well-Multititerplatten-In-
serts zur Augenreizungstestung durchzufuhren. Die Kammer liefert sterile Konditionen
wéhrend der Datenerhebung und erlaubt somit wiederholte zerstérungsfreie Messungen
auch uber eine langere Kulturzeit. Alle 24 Messplatze lieferten prézise Messungen und
wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen 1 Hz-100 kHz zueinander auf (Abbil-
dung 19). Zusétzlich konnte mithilfe eines mechanischen Relais, das an den Sub-D-Ste-
cker angeschlossen wird, die automatische Messung der einzelnen Messplétze realisiert
werden. In der Zukunft kann die Sensitivitat der Stahlelektroden noch weiter durch eine
TiN-Beschichtung verbessert werden, die den Eigenwiderstand der Elektroden reduziert.
So konnte in einem Kooperationsprojekt gezeigt werden, dass das Hintergrundrauschen
von 75 % auf 5 % mit TiN-beschichteten Elektroden reduziert werden konnte. Des Wei-
teren erlaubt die niedrige Prozesstemperatur zur Herstellung der TiN-Beschichtung die
Applikation auf eine Vielzahl weiterer Materialien, wie zum Beispiel kommerziell erhalt-
lichen Zellkulturwaren. Eine solche Beschichtung wirde eine noch prazisere Messung in
den niedrigeren Frequenzbereichen erlauben®®. Eine VergroRerung der Elektroden an
sich konnte darlber hinaus zu einer robusteren Analyse fuhren, da Nebeneffekte durch
die Positionierung der Stadbchenelektroden umgangen werden konnten. Diese Verbesse-
rungen der Messkammer waren insbesondere fur einschichtige Epithelien und Endothe-
lien interessant.

Es existieren schon kommerziell erhéltliche Messkammern wie das EVOM. Die fur diese
Forschungsarbeit extra gebaute Messkammer hat jedoch zwei Vorteile: sie erlaubt einer-
seits eine schnellere Impedanzmessung und ermdéglicht andererseits die flexible Anpas-
sung der jeweiligen TEER-Messung an das entsprechende Modell. Die Messapparatur ist
autoklavierbar und kann auch mit herkdémmlichen Zellkulturplatten genutzt werden (Ab-
bildung 18).

Hiermit war die parallele Entwicklung des Modells und der Analysemethode soweit ge-
diehen, diese in das bestehende Augenirritationsprotokoll der OECD TG 492 schrittweise
zu integrieren und deren Mehrwert zu evaluieren.

5.4 Der in vitro-Augenreizungstest fiir alle GHS-Kategorien

Trotz der jahrzehntelangen Forschung Uber die Augenirritationstestung scheint es einen
Mangel an Daten in Bezug auf die Frage zu geben, ob die verschiedenen Modelle nicht
in der Prognosefahigkeit der Augenreizungstests differieren. Deshalb wurde ein Augen-
reizungstest nach dem Protokoll der OECD TG 492 mit den entwickelten Modellen
durchgefuhrt und deren Vorhersagekraft evaluiert. Die Testsubstanzen wurden aus allen
GHS-Kategorien ausgewéhlt, um die Préadiktion der Modelle zu untersuchen. Toluol und
Citrat wurden als unharmonisierte Testsubstanzen ausgewahlt, um weitere Einblicke in
deren Klassifikation zu erhalten.
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Im MTT-basierten Augenreizungstest schnitt das RCE-Modell am besten ab und konnte
am ehesten zwischen irritativen und nicht-irritativen Substanzen unterscheiden. Signifi-
kante Unterschiede konnten zwischen nicht kennzeichnungspflichtigen und Kategorie 1-
Substanzen sowie eine Tendenz zwischen nicht kennzeichnungspflichtigen und Katego-
rie 2-Substanzen gefunden werden. Das deutet darauf hin, dass das RCE-Modell fir einen
MTT-basierten Test geeignet ist, vergleichbar mit der OECD TG 4928, Doch aufgrund
von Spendervarianzen ist noch Raum fir Verbesserung bei der Selektion der Spender.
Hier konnte durch erhohte Qualitatskontrollen der Zellen und deren Modellen mithilfe
von Proliferationsmessungen, MTT-Tests und Histologie eine Biobank geeigneter Spen-
der etabliert werden, die Abweichungen in den Tests aufgrund der Spenderherkunft ver-
hindert. Das mRHE konnte zwischen nicht kennzeichnungspflichtigen und Kategorie 1-
Substanzen differenzieren, was zunachst unzureichend fir eine Risikobewertung er-
scheint, da reizende Kategorie 2-Substanzen und nicht-reizende Substanzen nicht unter-
schieden werden konnen. Nichtsdestotrotz beweist die OECD TG 492 das epidermale
Epithelzellen als Modellgrundlage geeignet sind®. Die Unterschiede zwischen den Mo-
dellen und der publizierten Methode kénnten mit der kleineren Auswahl an Testsubstan-
zen zusammenhangen. VVor allem aber auch darin begrindet liegen, dass ein weiterer Fo-
kus dieser Studie darauf gerichtet ist, nicht-harmonisierte Substanzen wie Citrat und To-
luol zu untersuchen, um neue Einsichten in deren Kategorisierung zu gewinnen, was die
Interpretation der Daten verkompliziert'*>1%, Das RHE war in der MTT-Analyse nicht in
der Lage, zwischen den Kategorien zu unterscheiden. Dies hat Sinn, da das RHE eine
Hornschicht mit deutlich héhere Barriere besitzt als die Cornea. Die verkirzte Kultur-
dauer im mRHE fiihrte hingegen zum Einsatz des Modells, bevor sich eine Hornschicht
bilden kann. Die Zellen, die nun nicht geschiitzt durch ein stratum corneum sind wie auch
in der Cornea und dem RCE, waren den Testsubstanzen direkt ausgesetzt (Abbildung 9).
Dies flihrte zu weniger viablen Zellen und damit einer besseren Unterscheidung der Ka-
tegorien. Die unterschiedlichen Proteinnetzwerke, die im RCE und mRHE zu finden wa-
ren, schienen hingegen nur einen untergeordneten Einfluss auf die toxikologische Bewer-
tung im MTT-Test zu haben. Das unterstiitzt die Hypothese, dass die Zellherkunft, auch
wenn sie zu unterschiedlicher Markerexpression in den Modellen fuhrt, keine entschei-
dende Rolle in der Kategorisierung von Substanzen fiir die Augenreizung spielt (Abbil-
dung 20). Die Zellherkunft kénnte jedoch in Bezug auf die Aufnahme und den Metabo-
lismus fur Medikamente eine wichtigere Rolle spielen.

Der derzeitige in vitro-Augenreizungstest folgt dem experimentalen Ansatz, der fir die
Identifikation von hautreizenden und -korrodierenden Substanzen entwickelt wurde.
Nach der Applikation der Testsubstanzen wird das Modell mittels MTT-Test gemessen
und kategorisiert nach der verbleibenden Viabilitat im Vergleich zur Negativkontrolle.
Dagegen muss bei der Klassifikation der Augenreizung auch die Persistenz der Reaktion
Beachtung finden oder anders formuliert: Ist der Effekt reversibel oder nicht? Im Draize-
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Augenreizungstest wird die Unterscheidung der Kategorie 2, reversible Effekte, von Ka-
tegorie 1, irreversible Effekte, durch die Beobachtung des Kaninchenauges tiber 21 Tage
vorgenommen. Ist der Schaden innerhalb von 7 Tagen beziehungsweise 21 Tagen rever-
sibel, werden die Testsubstanzen als Kategorie 2B oder 2A von den Vereinten Nationen
kategorisiert. Um reversible Effekte zu evaluieren, kommen die gebrduchlichen kolori-
metrischen Tests an ihre Grenzen, da ihnen die Fahigkeit fehlt, dasselbe Gewebe wieder-
holt Gber die Zeit zu messen und deshalb hauptsachlich nur die metabolisch hochaktiven
Basalzellen gemessen werden. Als komplementére Methode sollte die Impedanzspektro-
skopie den Test verfeinern, da sie zerstorungsfrei Effekte auch in den oberen Zell-Lagen
messen kann®. Zur Uberpriifung der Hypothese, ob die neue TEER-Messung eine Ver-
besserung der Vorhersagekraft erlaubt, wurde der TEER1000 1z VOr der Substanzapplika-
tion und kurz danach vor der MTT-Messung aufgenommen und auf die negative Kon-
trolle hin normalisiert.

Die TEER1000H.-Messung demonstrierte, dass die elektrische Analyse kleine Unter-
schiede in der Barriere zwischen den Modellen erkannte im Vergleich zum MTT-basier-
ten ETso-Test (Abbildung 9). Im Augenirritationstest bestatigte sich diese Observation.
Zum einen konnte mit der TEER1000 H.-Messung ein Abfall der Barriere nach Applikation
der Kategorie 2-Substanzen Ethanol und Aceton unter 45 % und damit ein irritativer Ef-
fekt im Gegensatz zum MTT-Test im mRHE und RHE nachgewiesen werden. Zum an-
deren fielen die TEER-Werte der Kategorie 1-Substanzen mit Werten unter 5 % weiter
ab als die der Kategorie 2. Somit konnte die Fahigkeit von mRHE und RHE, zwischen
irritativen und nicht irritativen Kategorien zu unterscheiden, verbessert werden. Die Dif-
ferenzen im RCE waren jedoch kleiner und heterogener zwischen den Kategorien, was
zu keiner Verbesserung der Kategorisierung gefuhrt hat. Das konnte daran liegen, dass
die Barriereeigenschaften des Modells von Natur aus noch niedriger sind und dadurch
leichter von Spendervarianzen tberschattet wurden. Zusammenfassend demonstriert der
Einsatz eines neuen Messwerts neben dem MTT-Test eine signifikante Verbesserung der
Testmethode (Abbildung 21).

Zur Evaluierung aller GHS-Kategorien im Zusammenhang mit der Augenirritation ist es
wichtig, die Treiber der Augenirritation zu verstehen. Flr Kategorie 2-Substanzen wird
durch die Beobachtung des Kaninchenauges tber 21 Tage die Reversibilitat des Effekts
festgestellt. Dies ist besonders bedeutend, da die Mehrheit der Kategorie 1-Chemikalien
(65 %) nur auf der Grundlage der Persistenz des Effekts klassifiziert wurden. Sprich: Die
Qualitat der Verletzung ist zweitrangig im Vergleich zur Persistenz*8. Diese Beobachtung
hebt die Bedeutung einer zerstérungsfreien Messmethode hervor, die die Durchfiihrung
wiederholter Messungen erlaubt. Die TEER-Messung ist durch wiederholte zerstérungs-
freie Messungen am selben Modell wie im Draize-Augenreizungstest in der Lage, rever-
sible Effekte Uber die Zeit zu untersuchen (Abbildung 22). Deshalb wurde die Testme-
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thode weiterentwickelt, in der der TEER1000 Hz Nicht nur vor und direkt nach der Testsub-
stanzapplikation durchgefihrt wird, sondern auch mehrfach tber die anschliel’ende Pos-
tinkubation von 11 Tagen.

Da das mRHE vielversprechende Ergebnisse in den vorangegangenen Versuchen lieferte,
wurde nur dieses Modell fir den impedanzbasierten Reversibilitatstest eingesetzt. Flr
jede Kategorie kann ein klares Muster der Reversibilitat oder Irreversibilitat des Effekts
durch die TEER1000 H: Messungen identifiziert werden. Nicht kennzeichnungspflichtige
Chemikalien, die keine Kategorie haben, verbleiben bei 100 % der Kontrolle tiber die
11 Tage und zeigen abgesehen von Toluol keinen Effekt. Es konnte zwar ein Abfall des
TEER1000 H.-Wertes direkt nach der Applikation beobachtet werden, der aber im Mittel
uber 60 % blieb. Da das Testprocedere mehrere Waschungen beinhaltet, die die Barriere
beeinflussen, kdnnte dies den Effekt wahrscheinlich erklaren. Die Barriere von Toluol
hingegen fiel Gber die 11 Tage kontinuierlich ab. Der TEER1000 1, der Kategorie 1-Sub-
stanzen sank unter 6 % nach der Substanzapplikation. Anschlielend wies das behandelte
Gewebe keine Zeichen der Erholung auf. Die Barriere blieb unter 6 % und stieg auch
nicht mehr in den 11 Tagen der Beobachtung an. Kategorie 2-Substanzen zeigten auch
eine ausgepréagte Senkung des TEER1000 H.-Werts nach Applikation unter 60 %, was ei-
nen irritativen Effekt verrét. Aber im Gegensatz zu Kategorie 1-Substanzen stieg der Wert
mit der Zeit wieder Uber 50 % an und demonstriert damit eine Regeneration der Barriere
und die Reversibilitat des Effekts.

Anhand dieser Daten konnte ein Pradiktionsmodell, das zwei Zeitpunkte fur die Katego-
risierung aller GHS-Kategorien zuldsst, erarbeitet werden (Abbildung 23). Direkt nach
der Applikation dient der Schwellenwert bei 60 % dazu, nicht irritative von irritativen
Substanzen zu unterscheiden, das heif3t, um zwischen ,,keiner Kategorie* sowie Kategorie
1 und Kategorie 2 zu unterscheiden. Die Messung an Tag 7 mit einem Impedanz-Schwel-
lenwert von 50 % wird genutzt, um Kategorie 2- und Kategorie 1-Substanzen voneinan-
der zu trennen. Substanzen, die eine Erholung von tiber 50 % nach 7 Tagen erzielen, wer-
den als Kategorie 2 klassifiziert. Effekte, die langer als 7 Tage persistieren, sind indikativ
flr eine schwere Augenschadigung und werden somit der Kategorie 1 zugeordnet. Im
dem Fall, dass eine Substanz zunéchst zu einem Impedanzwert Uber 60 % nach der Ap-
plikation fuhrt, dann jedoch an Tag 7 unter 50 % fallt, wird ein sich langsam entwickeln-
der persistenter Effekt angenommen und somit auch als der Kategorie 1 zugehorig klas-
sifiziert.
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Klassifikation von unbekannten Chemikalien
fiir den Endpunkt Augenreizung

Nach der Applikation TEER 1000 1 > 60 %

Tag 7 TEER 1000 vz > 50 %

TEER1000 2> 50 %

Abbildung 23: TEER1000 H-Pradiktionsmodell zur Klassifizierung der GHS-Kategorien fir die Augenirri-
tation.

Durch dieses Pradiktionsmodell entsteht der erste in vitro-Test, der zwischen allen GHS-
Kategorien fiir Augenirritation in einem Test mit einer Genauigkeit von 78 % unterschei-
den kann. Dartiber hinaus konnte eine Reproduzierbarkeit zwischen den Testlaufen von
88,9 % erzielt werden mit der einzigen Ausnahme, dass Glycerol in einem der drei Test-
laufe einmal als Kategorie 2 eingestuft wurde und in den anderen beiden als ,,keine Ka-
tegorie*. Obwohl Toluol und Citrat teilweise als nicht kennzeichnungspflichtige Chemi-
kalien ,,keiner Kategorie* nach GHS zugeordnet wurden, deutet dieser Test auf eine star-
kere irritative Kapazitat der beiden Substanzen hin. Dieser Verdacht wurde auch schon
von mehreren anderen Studien unter anderem von der Multilaborstudie zur Validierung
des EpiOculars™ beschrieben, die zu demselben starken irritativen Effekt fir Toluol und
Citrat kommen®2137:139.140 Hinzy kommt, dass Toluol als von der Europaischen Chemi-
kalienagentur (ECHA, englisch European Chemicals Agency) als Hautirritant eingestuft
wurde. Beriicksichtigt man diese nachprifbaren Fakten, hat der Test eine Genauigkeit
von 100 % erzielt.



5 Diskussion 91

Tabelle 17: Kategorisierung der getesteten Substanzen mit dem TEER 100 1.-Pradiktionsmodell.

Testsubstanz Nach d. App. Tag 7 Prognose GHS

Glycerol > 60 % >50% ,,Keine Kat.* ,,Keine Kat.*
Kaliumtetrafluorobat > 60 % >50% ,,Keine Kat.* ,,Keine Kat.”
Toluol > 60 % <50 % Kategorie 1 “Keine Kat.”
Aceton <60 % >50% Kategorie 2 Kategorie 2
Ethanol <60 % >50% Kategorie 2 Kategorie 2
Citrat <60 % <50 % Kategorie 1 Kategorie 2
Imidazol <60 % <50 % Kategorie 1 Kategorie 1
Benzalkoniumchlorid <60 % <50 % Kategorie 1 Kategorie 1
Natriumlaurylsulfat <60 % <50 % Kategorie 1 Kategorie 1

Schliellich verfligt diese Methode Uber das Potential, die Subkategorien 2A und 2B an-
hand der Regenerationsdauer der Barriere den Kategorien zuzuordnen. Die Bedeutung
Unterscheidung der Subkategorien fiir Augenirritation variiert jedoch auch zwischen den
Regulatoren, sodass beispielsweise die Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 zur Einstufung,
Kennzeichnung und Verpackung (Regulation on classification, labelling and packaging,
CLP) von Stoffen und Gemischen bei der Ann&herung an die UN-GHS-Richtlinien von
der Européischen Union nicht mit einbezogen worden ist. Das heil3t, dass fir die europa-
ische Union die Klassifizierung in die Subkategorein 2A und 2B nicht nétig ist. Des Wei-
teren haben TEER-Messungen bei einer Frequenz von 12,5 Hz bewiesen, dass die Impe-
danzmessung eine vielversprechende Methode ist, 118 Chemikalien fiir das Augenrei-
zungspotential zu untersuchen®®’. In dieser Studie wurde allerdings nur 3 Minuten nach
der Applikation gemessen, was folglich keine Evaluation der Reversibilitit des Effekts
erlaubte. Daruber hinaus konnte hier gezeigt werden, dass die TEER-Messung bei
1000 Hz sensitiver als bei 12,5 Hz ist, um corneale Modelle zu evaluieren. Nach allem,
was die Forschung in diesem Zusammenhang bisher beschrieben hat, ist der porcine cor-
neale Reversibilitatstest (Porcine Corneal Ocular Reversibility Assay, PorCORA) der ein-
zige ex vivo-Test, der fir eine ausgewahlte Kohorte von Substanzen zwischen den GHS-
Kategorien fiir Augenirritation in einem einzigen Test unterscheiden kann®'. Anzumerken
bleibt, dass dieser Test auf procinen Augen aufbaut, was wiederum zu Speziesunterschie-
den fuhren kann und noch auf tierisches Material angewiesen ist. Dartiber hinaus fehlen
groRere Studien die die Robustheit des Tests beweisen. Somit gibt es keine Validierung
des PorCORA durch die Behorden.

Die systematische Analyse der in vitro-Modelle aus cornealen und epidermalen Epithel-
zellen identifizierte anatomische und molekulare Unterschiede. Nichtsdestotrotz konnten
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das RCE und mRHE als angemessene Modelle fur Identifikation von gefahrlichen Che-
mikalien flr das Auge eingesetzt werden. Des Weiteren fiihrte die Implementation der
Impedanzspektroskopie zu einer préaziseren Analysemethode im Vergleich zum MTT-
Test. Schlussendlich, erlaubte der Einsatz einer nicht destruktiven Messmethode wieder-
holte Datenerhebungen zur Evaluation der Reversibilitat oder Persistenz von Effekten.
Diese Forschungsfortschritte ermdéglichten es zum ersten Mal, dass alle GHS-Kategorien
im Zusammenhang mit der Augenirritation in einem einzigen in vitro-Test klassifiziert
werden konnten.

Der néchste Schritt wirde eine groRere Auswahl an Testsubstanzen vorsehen, um mogli-
che Limitationen der TEER-Messungen zu identifizieren, und mit einer Validationsstudie
abschlieRen, um die OECD TG 492 zu verbessern sowie den Draize-Augenreizungstest
obsolet zu machen.
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6 Ausblick

Die hier durchgefuhrte Studie bewies, dass alle GHS-Kategorien mit dem mRHE-Modell
und der TEER1000 Hz- Messung in einem alleinstehenden in vitro-Test identifiziert werden
kdnnen. Als néchster Schritt steht die Validierung der neuen Testmethode durch die
EURL ECVAM an. Dafiir sollten mehr Testsubstanzen untersucht werden, um die Limi-
tationen des Systems zu definieren. Ausgangspunkt kénnte die Auswahl an 80 Referenz-
chemikalien flr die Augenirritation sein, die vom Konsortiums fur in vitro-Augenirrita-
tionstestung publiziert wurden4!,

Des Weiteren konnte das RCE-Modell - basierend auf primaren humanen Epithelzellen —
zugleich als Modell fur die préklinische Testung von Pharmaka eingesetzt werden. Die
solide fundierte Methode zur Herstellung eines Stromaquivalents mithilfe von PEG-SG
birgt Entwicklungsmaglichkeiten, die unter anderem fir weitere Anwendungen wie Im-
plantaten fir die Cornea und die Haut genutzt konnten®®, Das Cornea-Aquivalent kann
durch Anpassung des Mediums weiterentwickelt werden, sodass es zur Evaluation von
pharmakologischen Testungen beitragt. Vor diesem Hintergrund wurde bereits ein neues
Modell in Kooperation mit der Augenklinik Wirzburg vorangetrieben, welches mittels
plastischer Kompression von Kollagen und immortalisierten Zellen fiir corneale Wund-
heilung sorgt. Das Modell konnte mithilfe eines chirurgischen Lasers verwundet werden
und bei unterschiedlichen Behandlungen gezeigt werden, dass es Potential fur ein Cornea-

Aquivalent enthalt*,

Daruber hinaus ermdglicht der Fortschritt mit induzierten pluripotenten Stammzellen
(IPS) neue Entwicklungen im Tissue Engineering des Auges. Ein Protokoll, publiziert
von Hayashi et al., belegt methodisch nachvollziehbar die Gewinnung cornealen Epithel-
zellen aus 1PS'#2. Diese Methode konnte adaptiert werden, um die Spendervarianzen der
priméren cornealen Zellen zu umgehen. Aber nicht nur im vorderen Augenteil der Cor-
nea, sondern auch im hinteren Teil des Auges konnte die Retina aus IPS gewonnen wer-
den’®. Ein so komplexes Gewebe wie die Retina, die aus selbst-organisierten Zellorga-

noiden besteht, kdnnte als in vitro-Testsystem oder Implantat groRe Neuerungen bringen.

Weitere Entwicklungen er6ffnen sich an den Schnittstellen der Wissenschaften durch die
interdisziplindre Zusammenarbeit von Medizinern, Ingenieuren und Biomedizinern. So
konnte flir Hornhautbanken, die die Lagerung von Transplanten organisieren, ein Biore-
aktor in Kooperation entworfen und gebaut werden, der die Lagerungsqualitat unter in

vivo-Bedingungen von Spender-Corneas verbessert*4,
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Die wissenschaftliche Quintessenz dieser Dissertation lautet kurz zusammengefasst: Das
Tissue Engineering des Auges bedeutet — auch wegen neuerer Entwicklungen in der IPS-
Forschung fur pharmakologische Testungen und Augenrekonstruktion - einen biomedi-
zinischen Neubeginn, der tierbasierte toxikologische Tests wie den Draize-Augenrei-
zungstest als Relikte einer weitgehend tiberholten Methodik der Wissenschaftsgeschichte

erscheinen l&sst.
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